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Pengembangan obat dapat dilakukan dengan cara memodifikasi struktur suatu 
senyawa agar sifat fisikokimia yang dimiliki senyawa tersebut dapat berubah. Pada 
penelitian ini dilakukan sintesis dari senyawa turunan tiourea untuk mendapatkan 
senyawa baru, yakni 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang diharapkan memiliki efek 
sebagai antibakteri terhadap isolat urin Escherichia coli 1223. Sintesis 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea didapatkan melalui reaksi substitusi nukleofilik yang 
dimodifikasi dengan reaksi Schotten-Baumann. Struktur senyawa dari produk 
sintesis dianalisis menggunakan spektrofotometri UV, FTIR, NMR, dan 
spektroskopi Massa. Selanjutnya, senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea diuji 
aktivitas antibakterinya dengan metode dilusi agar untuk menentukan Kadar 
Hambat Minimum (KHM) senyawa uji secara in vitro. Rendemen yang diperoleh 
dari sintesis 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea sebanyak  12,4617% dan uji konfirmasi 
struktur menunjukkan bahwa senyawa baru yang terbentuk merupakan senyawa 
yang diinginkan. Pada uji aktivitas antibakteri, digunakan gentamisin sebagai 
senyawa pembanding dengan 5 konsentrasi berbeda. Berdasarkan hasil 
pengujian pada senyawa gentamisin, diperoleh nilai KHM gentamisin pada 
penelitian ini sebesar 2 ppm. Sementara itu, senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea yang dibuat dalam 8 konsentrasi yang berbeda menunjukkan 
tidak adanya penghambatan pertumbuhan isolat bakteri Escherichia coli 1223 
pada seluruh konsentrasi yang tersedia. Scoring pada senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea tidak linier (acak). Oleh karena itu, dapat ditarik kesimpulan 
bahwa senyawa uji 1-alil-3-(3-klorobenzoiltiourea) tidak memiliki aktivitas 
antibakteri sehingga tidak dapat dibandingkan dengan antibakteri gentamisin.  
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The development of medicine can be done by modifying structure of a compound 
in order that the pshyco-chemical properties of the compound can change. In this 
research, a synthesis from thiourea derivative compound was conducted to obtain 
a new compound namely 1-allyl-3-(3-klorobenzoil)thiourea which is expected that 
it has an effect as antibacterial against urine isolate of Escherichia coli 1223. The 
synthesis of 1-allyl-3-(3-klorobenzoil) thiourea was obtained from nucleophilic 
substitution reaction which was modified by Schotten-Baumann reaction. The 
compound structure from the synthesis product was analyzed by using  UV 
spectrophotometry, FTIR, NMR and mass spectroscopy. Afterwards, the 
antibacterial activity of the compound 1-allyl-3-(3-klorobenzoil)thiourea was tested 
by using dilution method in order to determine Minimum Inhibitory Concentration 
(MIC) of the testing compound using in vitro way. The yield obtained from the 1-
allyl-3-(3-chlorobenzoyl)thiourea synthesis was 12.4617% and the structural 
confirmation test revealed that the new compound formed was the expected 
compound. In the antibacterial activity test, gentamicin was used as a comparison 
compound with 5 different concentrations. Based on the results on the gentamicin 
compound test, the MIC value of the gentamicin in this research was 2 ppm. 
Meanwhile, the compound 1-allyl-3-(3-chlorobenzoyl)thiourea test prepared in 
eight different concentrations did not show growth inhibition of Escherichia coli 
1223 bacterial isolate in all available concentrations. The scoring on the compound 
1-allyl-3-(3-chlorobenzoyl)thiourea varied. Hence, it can be concluded that the 
compound 1-allyl-3-(3-chlorobenzoylthiourea) test did not have antibacterial 
activity, so it cannot be compared to the gentamicin antibacterial. 
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1.1 Latar Belakang Masalah  
Perkembangan teknologi terjadi di era modern saat ini sangat 
berpengaruh pada kesehatan dan kesejahteraan masyarakat. Hal ini sejalan 
dengan adanya kebutuhan sediaan obat baru yang semakin meningkat. Salah 
satu cara untuk meningkatkan kualitas kesehatan dan kesejahteraan 
masyarakat adalah dengan terus menemukan dan mengembangkan obat 
baru. Penemuan obat merupakan suatu proses yang bertujuan untuk 
mengidentifikasi senyawa yang berguna dalam mengobati dan 
menyembuhkan penyakit secara terapeutik (Prakash & Devina, 2010). 
Penemuan obat telah berkembang melalui berbagai tahap menjadi 
perancangan obat yang lebih rasional dan berbasis bukti. Perancangan obat 
rasional dapat dilakukan berdasarkan struktur target biologis atau SBDD 
(Structure-Based Drug Design) dan berdasarkan struktur ligan atau LBDD 
(Ligand-Based Drug Design). Hubungan aktivitas struktur kuantitatif 3D (3D 
HKSA) dan pemodelan farmokofor adalah alat yang paling penting dan 
banyak digunakan dalam desain obat berbasis ligan (Aparoy, et al., 2012).  
Farmakofor adalah gugus dalam suatu molekul yang bertanggung 
jawab atas aktivitas biologis suatu obat. Menurut penelitian yang dilakukan 
oleh Brito et al. (2018), diketahui bahwa obat yang memiliki struktur tiourea 
dapat berperan sebagai farmakofor. Keberadaan dua unit gugus amina primer 
reaktif telah menjadikan tiourea sebagai prekursor yang cocok untuk sintesis 




sebagai senyawa penuntun (lead compound) untuk mengembangkan obat 
baru. Turunan tiourea diketahui memiliki potensi sebagai antibakteri dengan 
mekanisme menghambat DNA gyrase dan Topoisomerase IV pada sel bakteri 
E. coli (Hashem, et al., 2020; Arslan, et al., 2009). Sementara itu, sintesis pada 
penelitian ini menggunakan metode Schotten-Baumann yang dimodifikasi dan 
telah digunakan oleh penelitian sebelumnya terhadap senyawa turunan 
tiourea. Pada penelitian tersebut, telah dibuktikan bahwa modifikasi struktur 
dari sintesis yang dilakukan mampu mengembangkan senyawa baru yang 
memiliki aktivitas analgesik yang baik (Shalas., et al, 2016).  
Modifikasi struktur dilakukan pada senyawa tiourea untuk 
mendapatkan senyawa benzoiltiourea yang memiliki efek sebagai antibakteri. 
Perubahan struktur suatu senyawa akan mengubah sifat lipofilik, elektronik, 
dan sterik yang termasuk dalam sifat fisikokimia suatu senyawa. Adanya 
perubahan sifat fisikokimia ini dapat menyebabkan perubahan pada aktivitas 
biologis dari senyawa tersebut (Siswandono & Soekardjo, 2000). Berdasarkan 
pada studi aktivitas antibakteri dari turunan benzoiltiourea yaitu 1-alil-3-(2-
klorobenzoil)tiourea yang dilakukan oleh Shalas et al. (2016), menunjukkan 
bahwa penambahan alil, kloro, dan cincin benzena dapat meningkatkan 
aktivitas biologisnya. Penelitian lain yang dilakukan oleh Atiş et al. (2012) juga 
menunjukkan bahwa penambahan halogen (F, Cl, Br, dll) dapat meningkatkan 
efek aktivitas antibakterinya pada senyawa 1-benzoil-3-(5-kloro-2-
hidroxifenil)tiourea.   
Atas dasar penelitian terdahulu yang telah dilakukan oleh beberapa 
peneliti, maka dilakukan modifikasi struktur dengan beberapa cara 




senyawa, penambahan benzoil untuk meningkatkan sifat sterik pada 
senyawa, dan penambahan halogen pada posisi meta- untuk mempengaruhi 
efek elektronik dari suatu senyawa (Shalas, et al., 2018; Shalas, et al., 2016; 
Siswandono & Soekardjo, 2000). Selain itu, sifat lipofisitas dari posis meta- 
juga menjadi salah satu faktor yang mendukung aktivitas struktur tersebut 
sebagai antibakteri, terutama pada bakteri Gram negatif (Malik, et al., 2012).  
Bakteri Gram negatif memiliki dinding sel yang berbeda dengan bakteri 
Gram positif. Dinding sel adalah penghalang utama yang harus dilawan oleh 
agen antibakteri. Bakteri Gram negatif memiliki membran tambahan yang 
disebut dengan membran luar. Membran luar ini terletak di atas dan menutupi 
membran sitoplasma dan lapisan peptidoglikan. Membran luar memiliki 
distribusi lipid asimetris dengan fosfolipid dan lipopolisakarida (LPS) yang 
masing-masing terletak pada selebaran dalam dan luar. Adanya LPS pada 
bakteri Gram negatif memudahkan agen antibakteri dengan lipofilisitas yang 
baik untuk dapat menembus dinding bakteri Gram negatif. Salah satu bakteri 
yang termasuk bakteri Gram negatif adalah E. coli (Martinez de Tejada, et al., 
2012).  
E. coli termasuk dalam bakteri Gram negatif yang merupakan flora 
normal pada pencernaan manusia. Namun, faktor virulensi yang dimiliki E. coli 
menyebabkan peningkatan invasi dan kolonisasi bakteri pada saluran kemih 
manusia sehingga bakteri berubah menjadi patogen. Hal inilah yang 
bertanggung jawab terhadap terjadinya infeksi pada saluran kemih (ISK) 
manusia (Arvivo & Dwiningtyas, 2019). ISK adalah salah satu infeksi yang 
paling sering menjadi penyebab morbiditas dan mortalitas dunia. Angka 




populasi, ditemukan 90 – 100 pada tahun 2014 (Musdalipah, 2018; Adnan, 
2019). Sementara itu, pada tahun 2017 telah ditemukan 10.000 kasus ISK di 
Jawa Timur dengan presentasi wanita lebih tinggi daripada laki-laki. Penyakit 
ini pun menjadi alasan kedua paling umum peresepan antibiotik empiris serta 
pendorong utama penggunaan antibiotik, salah satunya adalah gentamisin 
(Ana, et al., 2020).  
Gentamisin merupakan antibiotik spektrum luas dari golongan 
aminoglikosida dan bersifat sebagai bakterisida. Dalam beberapa pedoman, 
dikatakan bahwa gentamisin dianggap sebagai first-line treatment untuk 
pasien ISK yang membutuhkan terapi antibiotik parenteral (Salas-Mera, et al., 
2017; Ramlakhan, et al., 2014). Gentamisin lebih disukai karena 
kemanjurannya, tingkat resistensi yang rendah, mudah ditemukan, serta 
harganya yang cukup murah. Selain gentamisin, terdapat beberapa antibiotik 
yang dianggap mampu mengatasi ISK. Namun, berbeda dengan gentamisin 
yang masih dinilai cukup sensitif dalam mengatasi ISK, golongan antibiotik 
lain seperti penisilin, kuinolon, sefaloporin dan beberapa lainnya telah 
mengalami resisten antibiotik atau multidrug-resistant E. coli (Shahid & Cooke, 
2007).  
MDR E. coli didefinisikan sebagai tidak sensitifnya E. coli terhadap 
setidaknya satu agen dalam tiga atau lebih kategori antibiotik. Isolat E. coli 
menunjukkan MDR E. coli pada beberapa antimikroba seperti ampisilin, 
kotrimoksazol, augmentin, nitrofurantoin, ciprofloxacin dan sefazolin. Tingkat 
resistensi tertinggi ditempati oleh ampisilin (63,64%) dan kotrimoksazol 
(59,09%) pada E. coli yang diisolasi dari pediatrik, orang dewasa, dan lanjut 




penggunaan antibiotik, pemberian resep yang berlebihan, dan penggunaan 
antibiotik yang tidak tepat (Zarfel, et al., 2013; Titilawo, et al., 2015; Zhang, et 
al., 2015). Munculnya resisten pada strain bakteri telah membatasi 
kemampuan antibakteri untuk mengobati penyakit ISK, sehingga sangat 
diperlukan antibakteri baru yang setara dengan gentamisin untuk mengatasi 
masalah ini (Bello et al., 2018). 
Pengujian aktivitas antibakteri baru dapat dilakukan dengan metode 
dilusi agar. Metode dilusi agar dianggap sebagai metode yang paling tepat 
untuk uji aktivitas antibakteri karena metode ini memungkinkan penilaian 
kuantitiatif kerentanan antibakteri dengan menentukan konsentrasi terendah 
dari agen antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri atau 
yang digambarkan sebagai kadar hambat minimum (KHM). Selain itu, bentuk 
senyawa uji yang merupakan suspensi menjadi salah satu pertimbangan 
penggunaan metode ini. Senyawa dalam bentuk suspensi akan lebih mudah 
terdispersi secara seragam ke dalam agar (Chikezie, 2017; Golus, et al., 
2016).  
Berdasarkan uraian diatas, maka dilakukan penelitian mengenai 
sintesis dan uji aktivitas antibakteri senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
terhadap E. coli yang merupakan turunan dari N-benzoiltiourea. Hasil 
penelitian diharapkan senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dapat menjadi 
alternatif antibakteri baru yang mampu mengatasi masalah ISK yang 





1.2 Rumusan Masalah  
1.2.1 Apakah senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dapat disintesis 
melalui  reaksi substitusi nukleofilik antara aliltiourea dengan 3-
klorobenzoil klorida?  
1.2.2 Apakah senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea memiliki aktivitas 
antibakteri yang ditentukan berdasarkan Kadar Hambat Minimum 
(KHM) terhadap isolat urin Escherichia coli 1223?  
1.2.3 Apakah senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea memiliki nilai KHM 
yang sebanding dengan KHM antibiotik gentamisin terhadap isolat urin 
Escherichia coli 1223?  
 
1.3 Tujuan Penelitian  
1.3.1 Tujuan Umum 
Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan 
senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea sebagai senyawa penuntun 
antibakteri baru dan mengetahui aktivitas  antibakteri senyawa 1-alil-
3-(3-klorobenzoil)tiourea terhadap isolat urin Escherichia coli 1223.  
1.3.2 Tujuan Khusus  
1.3.2.1 Mendapatkan senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea melalui reaksi 
substitusi nukleofilik antara aliltiourea dengan 3-klorobenzoil klorida  
1.3.2.2 Mengetahui aktivitas antibakteri senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea berdasarkan Kadar Hambat Minimum (KHM) 




1.3.2.3 Mengetahui nilai KHM senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
sebanding dengan nilai KHM antibiotik gentamisin terhadap isolat urin 
Esccherichia coli 1223.  
 
1.4 Manfaat Penelitian  
1.4.1 Manfaat Akademik  
Manfaat akademik yang diharapkan pada penelitian ini adalah dapat 
menjadi dasar dan potensi bagi penelitian-penelitian selanjutnya mengenai 
pengembangan obat dengan metode sintesis pada senyawa turunan 
benzoiltiourea yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri. 
1.4.2 Manfaat Praktis  
Manfaat praktis dari penelitian ini adalah sebagai acuan atau 
referensi dasar dalam pengembangan penelitian obat baru, terutama 














2.1 Infeksi Bakteri 
Infeksi bakteri adalah kombinasi dari keberadaan bakteri dan inflamasi 
(peradangan) atau disfungsi sistemik yang biasanya diperlukan lebih dari satu 
modalitas diagnostik untuk mengkonfirmasi adanya infeksi bakteri (Boyles & 
Wasserman, 2015).  Semua manusia terinfeksi bakteri, baik yang hidup 
sebagai flora normal maupun yang masuk dari lingkungan luar melalui kulit, 
usus, dan paru-paru. Sistem imun dalam tubuh manusia dapat menghambat 
bakteri yang masuk, namun bila imunitas melemah, maka bakteri dapat masuk 
ke dalam darah dan menyebabkan infeksi oportunistik (Carroll & Hobden, 
2016).  
Organisme yang dapat menyebabkan penyakit dengan tingkat 
keparahan gejala penyakit melalui berbagai cara pada inangnya disebut 
dengan patogen. Terjadinya kerusakan pada jaringan dan sel inang 
merupakan salah satu cara patogen menyebabkan penyakit (Balloux and van 
Dorp, 2017). Proses bakteri menyebabkan penyakit pada manusia disebut 
dengan patogenesis. Patogenesis adalah proses multi-faktorial yang 
tergantung pada status kekebalan inang, sifat spesies (faktor virulensi), dan 
jumlah organisme dalam paparan awal. Proses patogenesis melibatkan 
berbagai langkah yang dimulai dengan penularan agen infeksi (bakteri) ke 




di lokasi kolonisasi kemudian menyerang sistem inang. Setelah lolos dari 
sistem kekebalan tubuh inang, ia siap untuk menyebabkan penyakit (Carroll & 
Hobden, 2016).  
 
2.2 Infeksi Saluran Kemih  
2.2.1 Definisi  
ISK adalah infeksi bakteri nomor dua yang paling umum terjadi 
setelah infeksi saluran pernafasan. ISK sering kali kambuh, sulit diobati, 
dan dapat menyebabkan kerusakan parenkim pada ginjal, yang 
menyebabkan komplikasi lebih lanjut. ISK diketahui merupakan peringkat 
infeksi bakteri nomor satu yang memberikan resep antibiotik setelah 
kunjungan dari dokter (Lee & Le, 2018). Secara normal, pada saluran 
kemih tidak terdapat pertumbuhan bakteri, namun bakteri yang naik dari 
rektum dapat mengakibatkan terjadinya infeksi pada saluran kemih. Infeksi 
saluran kemih dapat terjadi ketika imun dari inang menurun yang diikuti 
oleh inokulasi dan kolonisasi bakteri (Flores-Mireles et al., 2015).  
Secara umum, uropatogen dominan untuk ISK adalah bakteri Gram 
negatif dengan Escherichia coli yang menjadi prevalensi tertinggi di 
sebagian besar kejadian. Pengobatan pertama ISK menggunakan 
antibiotik spektrum luas yang kemudian diturunkan ke antibiotik spesifik 
berdasarkan informasi yang diperoleh dari pola kerentanan antimikroba 
dari patogen urin. Penggunaan agen antimikroba yang tersebar luas telah 
menyebabkan munculnya patogen yang resisten terhadap antibiotik 




2.2.2 Patofisiologi  
Infeksi saluran kemih secara signifikan lebih banyak terjadi pada 
wanita daripada pria. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan anatomi, 
termasuk pada panjangnya uretra yang lebih pendek pada wanita daripada 
pria, serta lingkungan periurethral yang lembab pada wanita. Infeksi ini 
biasanya disebabkan oleh E. coli uropathogenic yang memiliki fimbrae (pili) 
yang dapat memfasilitasi kolonisasi bakteri dan perlekatan pada area 
periuretra, uretra, dan dinding kandung kemih. Tak hanya itu bakteri ini 
menghasilkan polisakarida kapsul yang dapat menghambat fagositosis dan 
berhubungan dengan perkembangan pielonefreitis. Selain itu, bakteri ini 
pun menghasilkan hemolisin yang bersifat sitotoksik sehingga 
mengakibatkan terjadinya invasi jaringan (Elliot, et al., 2011). 
ISK biasanya dimulai dengan kontaminasi periurethral oleh 
uropatogen yang berada di usus, yang kemudian naik ke uretra diikuti oleh 
kolonisasi uretra dan terjadi penempelan pili pada kandung kemih. Setelah 
itu, Escherichia coli menyerang epitel kandung kemih, menghasilkan racun 
dan protease untuk melepaskan nutrisi dari sel inang, setelah itu bakteri 
akan mensintesis siderofor untuk mendapatkan zat besi. Kemudian 
uropatogen dapat naik ke ginjal dan menyerang epitel ginjal dengan 
menghasilkan toksin yang merusak jaringan. Pada akhirnya uropatogen 
berhasil melewati epitel tubuluran dan masuk ke aliran darah  (Flores-





2.3    Escherichia coli  
Escherichia coli (E. coli) adalah bakteri Gram negatif tidak berspora 
yang termasuk dalam bakteri anaerob fakultatif dan biasa menjadi flora 
normal di usus besar dan secara alami dieksresikan dalam feses 
(Woodward, 2015; Von Wuffen, et al., 2016). Peran E. coli sebagai flora 
normal yaitu menghasilkan senyawa kolisin yang berfungsi untuk melindungi 
saluran gastrointestinal dari bakteri patogen (Sutiknowati, 2016). Bentuk E. 
coli sangat kecil, selnya berbentuk batang yang berukuran sekitar 2,5 µm – 
10.000 sel menjadi sepanjang 1 inci dengan diameter sekitar 0.8 µm, dan 
bagian ujung berbentuk setengah bulat. Saat sel tumbuh, ia menjadi lebih 
panjang dan kemudian membelah di tengah. Sel memiliki dinding tipis tiga 
lapis yang disebut dengan sitoplasma dan tidak memiliki nukleus. E. coli 
memiliki organel luar berupa filamen lurus tipis yang disebut dengan pili yang 
memungkinkannya untuk menempel pada substrat tertentu. Organel luar 
lainnya berupa filamen heliks yang lebih tebal dan lebih panjang, yang 
disebut dengan flagela, yang memungkinkannya berenang (Nakamura and 
Minamino, 2019). 
 
Gambar 2.1 Pewarnaan Gram dari E. coli Terlihat Basil Gram Negatif 





Meskipun E. coli adalah flora normal yang tidak berbahaya, beberapa 
strain dapat menyebabkan infeksi pada saluran pencernaan, saluran kemih, 
meningitis, dan lainnya (Elliot, et al., 2011). E. coli khas yang menyebabkan 
sebagian besar ISK disebut uropatogenik E. coli (UPEC). Mereka memiliki 
beragam faktor terkait virulensi (VF) yang membantu mereka menempel, 
menyerang, dan melukai inang. VF UPEC dikelompokan berdasarkan 
kategori fungsional sebagai adhesin, toxins, iron acquisition systems, dan 
protektin. VF dikodekan oleh gen yang terletak pada kromosom atau 
plasmid. Akibatnya VF dapat ditularkan secara vertikal atau horizontal yang 
selanjutnya berkontribusi dalam patogenesis VF (Kudinha, 2017).  
2.3.1 Pewarnaan Gram  
Pewarnaan Gram merupakan teknik pewarnaan diferensial yang 
membagi bakteri menjadi dua kelompok besar, yaitu Gram positif dan 
Gram negatif sebagai langkah awal untuk menentukan identitas sampel 
bakteri tertentu, Metode ini merupakan metode empiris untuk membedakan 
bakteri menjadi dua kelompok besar berdasarkan sifat kimia dan fisik 
dinding selnya. Dinding sel Gram postif memiliki lapisan peptidoglikan yang 
sangat tebal dan berfungsi utuk retensi pewarnaan kristal violet selama 
prosedur pewarnaan Gram, sehingga bakteri Gram positif mampu 
mempertahankan warna primer atau kristal violet yang diberikan. Kebalikan 
dari Gram positif, Gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan tipis dan 
berdekatan dengan membran sitoplasma. Peptidoglikan yang tipis 
membuat dinding sel bakteri Gram negatif tidak mampu untuk 




etanol selama pewarnaan Gram (Hiremath & Bannigidad, 2011). Hal ini 
menyebabkan sel-sel kaya lipid berdinding tipis pada Gram negatif 
kehilangan noda kristal violet dan tampak berwarna merah dari pewarnaan 
sekunder dengan counterstain (Thairu, et al., 2014).  
 
Gambar 2. 2 Karateristik Dinding Sel Bakteri Gram Positif dan Gram 
Negatfif (Hiremath & Bannigidad, 2011)  
 
2.3.2 Medium Pertumbuhan Bakteri E. coli  
Kultur mikroba hanya mungkin jika media kultur yang sesuai 
tersedia. Media kultur adalah sediaan padat atau cair yang digunakan 
untuk menumbuhkan, mengangkut, dan menyimpan mikroorganisme. Agar 
efektif, media harus mengandung semua nutrisi yang dibutuhkan 
mikroorganisme untuk pertumbuhan. Media khusus sangat penting dalam 
isolasi dan identifikasi mikroorganisme, pengujian kepekaan antibiotik, 
analisis air dan makanan, industri mikrobiologi, dan aktivitas lainnya. 
Seringkali, suatu media digunakan untuk menyeleksi dan menumbuhkan 




tertentu. Media kultur dapat diklasifikasikan berdasarkan beberapa 
parameter diantaranya berdasarkan unsur kimia darimana bahan tersebut 
dibuat, sifat fisik maupun fungsinya (Willey, et al., 2014)  
Untuk mengisolasi dan mengidentifikasi mikroorganisme tertentu, 
terutama yang berasal dari penderita penyakit menular, selective, 
differential, atau enrichment medium sering digunakan. Media khusus 
seperti itu merupakan bagian penting dari mikrobiologi diagnostik modern. 
Selective medium adalah media yang mendorong pertumbuhan beberapa 
organisme, tetapi menekan pertumbuhan organisme lain. Differential 
medium adalah media yang memiliki konstituen yang menyebabkan 
perubahan yang dapat diamati (perubahan warna atau perubahan pH) 
pada media ketika reaksi biokimia tertentu terjadi. Perubahan ini 
memungkinkan ahli mikrobiologi untuk membedakan jenis koloni tertentu 
dari koloni lain yang tumbuh di lempeng yang sama. Sementara itu, 
enrichment medium mengandung nutrisi khusus yang memungkinkan 
pertumbuhan organisme tertentu yang mungkin tidak hadir dalam jumlah 
yang cukup untuk memungkinkannya diisolasi dan diidentifikasi. Berbeda 
dengan selective medium, enrichment medium tidak menekan 
pertumbuhan organisme lain (Black, 2008).   
E. coli adalah bakteri Gram negatif yang bersifat aerob dan anaerob 
fakultatif. Bakteri ini tumbuh dalam rentang temperatur 10-40˚C (optimum 
pada 37˚C) dan pada pH 7,2. Selain itu, E. coli juga merupakan bakteri 
yang memiliki kemampuan untuk memfermentasi laktosa. Oleh karena itu, 




medium agar dapat dibedakan dengan bakteri Gram negatif lain (Black, 
2008).  
2.3.2.1 MacConkey Agar  
Media kultur yang sangat banyak digunakan untuk mengisolasi E. 
coli pasien dengan ISK adalah MacConkey Agar. MacConkey Agar 
termasuk dalam differential dan selective medium yang mengandung kristal 
violet dan garam empedu yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
Gram positif sekaligus memungkinkan pertumbuhan Gram negatif. Agar 
MacConkey juga mengandung gula laktosa dan indikator pH yang 
mengubah koloni fermentor laktosa menjadi merah dan membuat koloni 
nonfermenter tidak berwarna serta tembus cahaya. Saat E. coli 
memfermentasi laktosa, hal itu menyebabkan pH turun dan indicator pH 
berubah menjadi ungu atau merah mudah cerah (Black, 2008) 
 
Gambar 2.3 E. coli dalam media MacConkey Agar (Baban, 2017) 
 
2.3.1.2 Eosin Methylene Blue Agar 
  
 Media Eosin Methylene Blue Agar merupakan selective dan 
differential medium untuk bakteri Gram negatif. Media ini dapat mencegah 




cocok untuk E. coli yang merupakan Gram negatif penghasil asam dari 
kemampuannya memfermentasi laktosa (karbohidrat laktosa). Pada 
peningkatan asam tinggi terjadi penyerapan pada pewarna eosin dan 
methylene blue oleh koloni, sehingga E. coli memiliki pusat gelap dan kilau 
kehijauan metalik (green metallic sheen) (Black, 2008). Sementara itu, 
bakteri coliform lain akan menghasilkan koloni kental, berlendir, berwarna 
merah muda pada media ini, sedangkan pada bakteri enterik yang tidak 
memfermentasi latosa menghasilkan koloni yang tidak berwarna, namun 
karena transparansinya sehingga bakteri tampa berwarna ungu yang sama 
dengan media (Cappuccino & Welsh, 2017).   
 
 
Gambar 2.4 E. coli dalam media Eosin Methylene Blue Agar (Rath et 
al., 2014) 
 
2.4 Antibakteri  
Agen antibakteri memainkan peran kunci dalam mengendalikan 
dan menyembuhkan penyakit menular. Antibakteri dapat diklasifikasikan 
berdasarkan mekanismenya yaitu sebagai bakteriostatik dan bakterisidal. 
Antibakteri yang menghancurkan bakteri dengan menargetkan dinding sel 




memperlambat atau menghambat pertumbuhan bakteri disebut sebagai 
bakteriostatik. Penghambatan agen bakteriostatik melibatkan 
penghambatan sintesis protein atau beberapa jalur metabolisme bakteri 
(Ullah and Ali, 2017).   
Pada pasien dengan ISK, salah satu antibiotik yang biasa 
digunakan untuk mengatasi ISK adalah antibiotik golongan aminoglikosida. 
Aminoglikosida termasuk antibiotik spektrum luas yang paling umum 
digunakan dalam mengatasi infeksi. Aminoglikosida diketahui menjadi first-
line untuk pasien rawan jalan ISK yang membutuhkan terapi antibiotik 
parenteral (Salas-Mera et al., 2017). Antibiotik golongan aminoglikosida 
bekerja dengan cara menghambat sintesis protein di dalam bakteri dengan 
mengikat secara irreversible ke situs-A pada RNA ribosom 16S dari subunit 
ribosom 30S. Ikatan ini akan menghambat transfer aminoasil-tRNA ke 
tempat penempelan peptidyl yang menyebabkan penghentian mendadak 
rantai peptide sehingga meningkatkan frekuensi kesalahan baca dari 
mRNA. Selain itu, aminoglikosida juga dapat merusak membran sel bakteri 
dan menyebabkan kebocoran isi intraseluler. Aminoglikosida bersifat 
bakterisidal dan aktif melawan banyak bakteri Gram negatif (termasuk 
spesies Pseudomonas dan famili Enterobacteriaceae). Golongan 
aminoglikosida yang paling banyak digunakan adalah gentamisin (Waller & 
Sampson, 2018). Kebanyakan antibiotik yang menargetkan ribosom 
adalah bakteriostatik, sedangkan aminoglikosida adalah penghambat 
translasi unik yang menyebabkan aktivitas "sidal".  
Gentamisin merupakan antibiotik golongan aminoglikosida yang 




sehingga obat ini menjadi pilihan yang baik untuk mengobati beberapa 
infeksi umum, salah satunya ISK. Gentamisin memiliki absorpsi 
gastrointestinal yang minimal, oleh karena itu pemberiannya dilakukan 
melalui rute parenteral. Gentamisin lebih disukai karena kemanjurannya, 
tingkat resistensi yang rendah, mudah ditemukan, serta harganya yang 
cukup murah (Shahid & Cooke, 2007).  Gentamisin bekerja dengan 
melewati membran bakteri Gram negatif dalam transport aktif yang 
bergantung pada oksigen. Begitu berada di dalam sitoplasma, mekanisme 
kerja gentamisin hampir sama dengan golongan aminoglikosida lain, yakni 
berikatan dengan 16S rRNA di subunit ribosom 30-an untuk mengganggu 
penerjemahan mRNA yang menyebabkan terganggunya pembentukan 
protein yang akhirnya mengakibatkan kematian bakteri (Chaves & Tadi, 
2021). Pada CLSI (2017), E. coli yang termasuk dalam famili 
Enterobacteriaceae dikatakan sensitif terhadap gentamisin bila nilai KHM 
≤ 4 µg/mL dan dikatakan tidak sensitive jika nilai KHM gentamisin ≥ 16 
µg/mL. Oleh karena itu, pada uji aktivitas antibakteri dengan dilusi agar 
dalam penelitian ini, digunakan serial konsentrasi pada gentamisin dengan 
mengambil 2 konsentrasi diatas dan 2 konsentrasi dibawah KHM. 
 
2.5 Multidrug-Resistant E. coli  
Resistensi antimikroba dalam berbagai agen infeksius merupakan 
ancaman kesehatan masyarakat yang mengundang perhatian luas dari 
berbagai sektor. Penggunaan berlebihan pada suatu antimikroba dapat 
meningkatkan pertumbuhan resistensi obat pada strain bakteri. Bakteri 




sehingga membutuhkan penggunaan obat yang lebih toxic dan lebih 
mahal. Dalam beberapa kasus, bakteri menjadi kebal terhadap semua 
antibiotik yang diketahui atau biasa disebut dengan multidrug-resistance 
(MDR) (Serwecinska, 2020). Plasmid pada bakteri berperan penting dalam 
resisten antibiotik. Plasmid mampu menyebarkan gen resisten antibiotik 
pada berbagai spesies dan genus lain yang bukan subjek pemberian 
antibiotik (Aminah, 2015).  
Secara umum, resistensi antimikroba pada E. coli dianggap sebagai 
salah satu tantangan utama pada manusia dan hewan dalam skala dunia 
dan perlu dipertimbangkan sebagai masalah kesehatan masyarakat yang 
nyata. Munculnya resistensi pada bakteri ini memerlukan studi evolusi 
sepanjang waktu untuk membangun pengobatan empiris yang sesuai. 
Dalam beberapa tahun terakhir, telah terjadi peningkatan dramatis dalam 
prevalensi patogen urin E. coli yang menimbulkan tantangan klinis yang 
cukup serius di rumah sakit (Kassakian and Mermel, 2014).  E. coli 
bertindak sebagai donor dan penerima gen resistensi yang artinya bakteri 
ini mampu memperoleh gen resistensi dari bakteri lain dan dapat 
meneruskan gen resistensinya ke bakteri lain. E. coli secara intrinsik dapat 
diatasi oleh hampir seluruh agen antimikroba yang relevan secara klinis, 
tetapi spesies bakteri ini memiliki kapasitas besar untuk mengakumulasi 
gen resistensi melalui transfer gen horizontal. (Waller & Sampson, 2018).  
 
2.6 Penemuan Senyawa  
Penemuan obat adalah proses multifaset, yang melibatkan 




mengobati dan menangani kondisi penyakit. Biasanya, peneliti 
menemukan obat baru dengan tujuan untuk menghentikan atau melawan 
efek penyakit. Proses penemuan obat meliputi identifikasi calon obat, 
sintesis, karakterisasi, skrining, dan pemeriksaan efikasi terapeutik seperti 
yang tertera pada Gambar 2.5. Penemuan dan pengembangan obat 
merupakan proses yang mahal karena tingginya anggaran litbang dan uji 
klinis. Selain mahalnya biaya yang diperlukan, waktu yang dibutukan untuk 
mengembangkan satu obat baru cukup banyak, yaitu sekitar 12- 15 tahun 
(Deore et al., 2019).  
 
Gambar 2.5 Tahap Penemuan Obat dan Proses Pengembangan Obat 
(Deore et al., 2019) 
 
2.6.1 Structure-Based Drug Design  
Structure-based drug design (SBDD) merupakan metode yang 
melibatkan penggunaan informasi terkait struktur 3D target molekuler 
(protein) melalui metode kristalografi X-ray, spektroskopi NMR atau 
modelling homolog, yang diikuti dengan desain dari kandidat obat yang 
sesuai berdasarkan afinitas pengikatan dan selektivitas dari molekul 




discovery, Structure-based virtual screening, In silico structure-based lead 
optimization, dan ADMET modelling (Agrawal, 2015).  
2.6.2 Ligand-Based Drug Design  
Dalam beberapa kasus, biasanya dimana data yang berkaitan 
dengan struktur 3-D dari protein target tidak tersedia, desain obat malah 
dapat didasarkan pada proses menggunakan ligan yang diketahui dari 
protein target sebagai titik awal. Pendekatan ini dikenal sebagai desain 
obat berbasis ligan. Pendekatan kesamaan molekuler, hubungan aktivitas 
struktur kuantitatif (HKSA) dan model farmakofor adalah metode yang 
sering digunakan dalam proses desain obat berbasis ligan. Dengan 
menggunakan sidik jari molekuler dari ligan yang diketahui, database dapat 
disaring untuk menemukan molekul dengan sidik jari yang serupa. Fitur 
struktural umum dari ligan dapat ditemukan menggunakan pemodelan 
farmakofor, yang kemudian dapat digunakan untuk menyaring molekul. 
Untuk memprediksi aktivitas molekul baru, model dapat dibangun dengan 
HKSA. Sementara model farmakofor hanya dapat menunjukkan fitur 
pemberian aktivitas dari ligan aktif, hubungan antara sifat kimia atau fisik 
ligan dan aktivitas biologis dapat dieksplorasi lebih lengkap menggunakan 
model HKSA (Lee, et al., 2011).  
2.6.2.1 Pharmacophore  
Farmakofor didefinisikan sebagai kerangka molekuler yang 
membawa fitur penting yang bertanggung jawab atas aktivitas biologis 
obat. Farmakofor mendefinisikan fitur-fitur penting yang harus dimiliki oleh 
ligan aktif. Umumnya, jenis fitur, posisi, dan arah ligan aktif akan dikodekan 




dari senyawa aktif. Farmakofor 3-D akan mencerminkan bagaimana posisi 
asam amino pada active site dari protein target. Setelah ligan mengikat 
protein target dalam konformasi yang benar dan berinteraksi dengan residu 
asam amino kunci, konformasi protein dapat berubah atau menjadi 
terkunci, tergantung pada mekanisme interaksi ligan-protein. Model 
farmakofor dapat dihasilkan dari satu set ligan yang diketahui. Namun, data 
yang berkaitan dengan struktur protein 3-D atau kompleks protein-ligan 
yang dikombinasikan dengan informasi pada active site juga dapat 
digunakan untuk memodelkan farmakofor. Dengan mempelajari binding 
site, kemungkinan interaksi antara senyawa aktif dan protein dapat 
disimpulkan, dan model farmakofor dapat dibangun dari data pada struktur 
protein target. Model farmakofor banyak digunakan untuk mendapatkan 
inhibitor spesifik dari protein terkait penyakit, termasuk reseptor 
berpasangan G-protein, enzim, dan saluran ion (Lee, et al., 2011).  
2.6.2.2 Hubungan Kuantitatif Struktur dan Aktivitas Obat (HKSA) 
Hubungan Kuantitatif Struktur dan Aktivitas obat (HKSA) 
merupakan metode untuk mencari hubungan dari suatu struktur molekul 
dengan aktivitas biologis atau kimia menggunakan model matematika. Jika 
aktivitas sekumpulan ligan dapat ditentukan, model dapat dibangun untuk 
mendeskripsikan hubungan ini. Tidak seperti model farmakofor, yang 
hanya mengkodekan fitur esensial dari ligan aktif, model HKSA 
memungkinkan seseorang untuk menentukan karakteristik tertentu pada 
aktivitas molekul. Informasi tersebut tidak tersedia dengan menggunakan 
model farmakofor. Setelah model HKSA dibangun dan divalidasi, model 




strukturalnya. Model HKSA juga dapat menyaring molekul yang berpotensi 
aktif dari database (Lee, et al., 2011). Hubungan kuantitiatif struktur dan 
aktivitas suatu obat melibatkan tiga parameter fisika kimia yang penting. 
Parameter fisika kimia yang dapat digunakan yaitu parameter hidrofobik, 
efek elektronik, dan efek sterik untuk memprediksi molekul obat baru yang 
lebih potensial (Utomo et al., 2017). 
2.7 Tiourea 
Tiourea dan turunannya memainkan peran dalam bidang kimia obat 
serta pengembangan obat. Turunan tiourea merupakan farmakofor yang 
penting dalam pengembangan obat baru. Brito et al. (2018) menyatakan 
bahwa obat yang memiliki struktur tiourea dapat berperan sebagai 
farmakofor. Hal ini didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Shalas et 
al. (2016) yang menyatakan 1-alil-3-(2-klorobenzoil)tiourea merupakan 
salah satu senyawa dengan farmakofor tiourea. Senyawa yang 
mengandung gugus karbonil dan tiokarbonil menempati posisi penting di 
antara pereaksi organik sebagai ligan donor potensial untuk ion logam 
transisi. Dalam upaya mensintesis gugus aktif biologis yang potensial, 
tiourea dan berbagai senyawa telah memperoleh pengabdian ahli kimia 
yang besar dalam hal antimikroba, antikanker serta evaluasi potensi anti-
inflamasi (Arslan et al., 2009). Turunan tiourea diketahui memiliki potensi 
sebagai antibakteri dengan mekanisme menghambat DNA gyrase dan 
Topoisomerase IV pada sel bakteri E. coli (Hashem, et al., 2020)  
Tiourea merupakan salah satu senyawa yang dapat dimodifikasi 
strukturnya dengan melakukan sintesis. Hal ini dikarenakan tiourea 




sebagai prekursor yang cocok untuk sintesis banyak senyawa baru (Arslan 
et al., 2009). Modifikasi struktur dapat mempengaruhi sifat fisikokimia suatu 
senyawa yakni sifat lipofilik, elektronik dan sterik, sehingga diharapkan 
dapat meningkatkan aktivitas biologis dari senyawa yang diinginkan. Sifat 
fisikokimia suatu senyawa mempengaruhi aktivitas biologisnya terhadap 
reseptor. Kemampuan suatu senyawa untuk menembus membran sel 
dipengaruhi oleh sifat lipofilik, untuk sifat elektronik berpengaruh pada 
penembusan membran sel dan interaksi antara obat dan reseptor, 
sedangkan penentu kekuatan interaksi antara obat dan reseptor didukung 
dari sifat sterik (Siswandono & Soekardjo, 2000).  
Pada senyawa tiourea dilakukan modifikasi struktur dengan 
berbagai strategi diantaranya penambahan alil, benzoil, dan kloro pada 
posisi meta-. Perubahan ukuran dan atau bentuk substituent alkil dapat 
dilakukan dengan cara penambahan alil. Gugus alkil dapat berikatan 
dengan reseptor melalui interaksi hidrofobik. Penambahan rantai alkil dapat 
mengubah kapasitas pengikatan dan meningkatkan sifat lipofilik dari 
senyawa, sehingga senyawa lebih mudah berpenetrasi ke dalam bakteri 
(Shalas, et al., 2018). Hal ini didukung dengan penelitian yang dilakukan 
oleh Rome et al. (2018), yang telah berhasil membuktikan bahwa 
penambahan alil dapat menghambat bakteri Gram negatif E. coli dengan 
mekanisme mempengaruhi metabolisme bakteri yaitu reduktase 
tioredoksin yang terdapat dalam dinding sel bakteri.  
Selain penambahan alil, dilakukan pula penambahan benzoil dalam 
proses modifikasi struktur senyawa ini. Kestablian suatu obat merupakan 




benzoil dapat menstabilkan suatu molekul karena terjadi peningkatkan 
keasaman bahan obat, sehingga aktivitasnya sebagai antibakteri terhadap 
reseptor akan semakin kuat (Siswandono & Soekardjo, 2000). Gugus 
benzoil juga berpengaruh pada sifat fiisikokimia lain dari senyawa yaitu 
dapat meningkatkan sifat sterik dan elektronik suatu senyawa. Hal ini 
disebabkan oleh isomer posisi dari substituen pada cincin aromatis dapat 
mendistribusikan elektron pada cincin aromatis. Tak hanya itu posisi 
substituen pada cincin aromatis juga mempengaruhi penempatan spasial 
dari sistem cincin, sehingga isomer pada cincin aromatis memiliki sifat 
farmakologi yang berbeda-beda (Shalas, et al,. 2018).  
Strategi selanjutnya yang dapat digunakan yaitu dengan substitusi 
halogen pada posisi meta- di cincin aromatis. Halogen sering ditambakan 
ke struktur senyawa karena memiliki efek sterik, elektronik, dan obstruktif. 
Efek obstruktif yang dihasilkan oleh kelompok halogen yaitu dapat 
mencegah reaksi metabolisme sehingga memperpanjang durasi aktivitas 
biologis senyawa terhadap suatu senyawa. Substituen halogen merupakan 
electron withdrawing groups yang kuat dan resonansi pendonor elektron 
yang lemah pada farmakofor yang mengakibatkan penurunan kerapatan 
pada elektron  (McMurry, 2012; Shalas, et al., 2016). Penambahan posisi 
meta- didapatkan bahwa aktivitas antibakteri yang dimiliki oleh meta- dinilai 
lebih aktif daripada yang berada pada posisi ortho-. Hal ini disebabkan oleh 
efek sterik yang mempengaruhi aktivitas senyawa. Sifat lipofisitas dari 
meta- juga menjadi salah satu faktor yang mendukung aktivitas struktur 
tersebut sebagai antibakteri, terutama pada bakteri Gram negatif (Malik, et 




efek induksi negatif dan resonansi positif yang dapat mempersulit jalannya 
reaksi dan membutuhkan waktu yang cukup lama  (McMurry, 2012). 
2.8 Benzoiltiourea  
Turunan Benzoiltiourea baru-baru ini menarik minat karena memiliki 
potensial yang relatif terkait dalam aktivitas biologis dan bidang industri 
serta kimia koordinasi (Yang et al., 2012). Beberapa turunan benzoiltiourea 
memiliki karakteristik yang hampir sama dengan redoks namun berbeda 
pada bentuk kristal dan struktur isomer. Turunan benzoiltiourea memiliki 
momen dipol besar serta memiliki sifat sebagai antibakteri, antijamur, dan 
aktivitas insektisida. Turunan benzoiltiourea umumnya digunakan untuk 
transisi ion logam dengan atom donor N, O, S. Selain itu, turunan 
benzoiltiourea juga memiliki ikatan hidrogen intramolekul dan intermolekul 
yang mana ikatan hidrogen intramolekul biasanya terjadi antara oksigen 
karbonil dan atom hidrogen pada atom nitrogen yang terbaca pada sinyal 
1H NMR untuk N-H shifted downfield (Kurt, et al., 2009). Turunan 
benzoiltiourea dengan kelompok substituen yang melepaskan elektron 
pada cincin aromatik menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan 
total terhadap mikroorganisme bakteri (Bielenica et al., 2018).   
Berdasarkan pada studi aktivitas antibakteri dari turunan 
benzoiltiourea yaitu 1-alil-3-(2-klorobenzoil)tiourea yang dilakukan oleh 
Shalas, et al. (2016), menunjukkan bahwa penambahan alil, kloro, dan 
cincin benzena dapat meningkatkan aktivitas biologisnya. Selain itu, 
penelitian yang dilakukan oleh (Atiş et al., 2012) juga menunjukkan bahwa 
penambahan halogen (F, Cl, Br, dll) dapat meningkatkan efek aktivitas 




Selain itu, ditemukan bahwa gugus fungsi karboniltioamida dari turunan 
benzoiltiourea dengan gugus substituen pelepas elektron pada cincin 
aromatik menunjukkan penghambatan pertumbuhan lengkap terhadap 
mikroorganisme bakteri dan jamur (Abosadiya, et al., 2019).  
2.9 Sintesis Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
Sintesis dapat menghasilkan molekul baru yang dibutuhkan 
sebagai bahan obat. Untuk menetapkan suatu bahan kimia baru, dapat 
dirancang sintesis dengan berbagai metode dan melakukan uji untuk 
meningkatkan efisiensi dari bahan kimia tersebut. Sintesis yang sangat 
bagus dapat digunakan untuk menguji ide dan metode baru. Sintesis 1-alil-
3-(3-klorobenzoil)tiourea didapatkan menggunakan metode Schotten-
Baumman yang dimodifikasi. Metode Schotten-Bauman merupakan 
pembentukan amida dari asam klorida dan amina yang dinetralkan dengan 
basa katalis (Wang, 2010). TEA berperan sebagai basa katalis untuk 
menetralkan proton yang dihasilkan selama reaksi benzoilasi (Shalas, et 
al., 2018). Reaksi yang terjadi adalah reaksi substitusi nukleofilik tipe 2 
yang berjalan secara satu tahap.  
Reaksi dilakukan dengan menambahkan 3-klorobenzoil klorida 
dalam tetrahidrofuran sebagai pelarut yang telah direaksikan dengan 
aliltiourea dan trietilamin tetes demi tetes sehingga terjadi reaksi substitusi 
nukleofilik. Setelah itu, campuran direfluks dan pelarut diuapkan, kemudian 
produk dicuci dengan natrium karbonat dan direkristalisasi dengan pelarut 





Gambar 2.6 Skema Reaksi Schotten-Bauman (Wang, 2010) 
 
 
2.10 Subtitusi Nukleofilik  
Reaksi substitusi merupakan pergantian dari sebuah atom atau 
gugus pereaksi yang menggantikan atom atau gugus molekul bereaksi. 
Pada reaksi subtitusi nukleofilik terjadi pergantian pada atom atau gugus 
yang memiliki elektronegativitas lebih besar dari atom C, yang digantikan 
dengan suatu nukleofilik. Nukleofilik adalah suatu atom/ion/molekul yang 
memiliki pasangan elektron bebas, yang bereaksi dengan substrat (alkil 
halida) dengan mengganti substiuen halogen (leaving group) (Bruckner, 
2010).  
Reaksi substitusi nukleofilik dibagi menjadi dua kemungkinan, yaitu 
substitusi unimolekuler (SN-1) dan reaksi substitusi nukleofilik bimolekuler 
(SN-2). Reaksi SN-1 terjadi secara bertahap, dimana (1) terputusnya 
leaving group untuk membentuk karbokation yang diikuti oleh (2) serangan 
nukleofilik pada karbokation yang akan menghasilkan produk. Peningkatan 
atau penurunan konsentrasi nukleofil tidak memiliki efek pada laju. 
Persamaan laju dikatakan orde satu karena hanya bergantung pada 
konsentrasi satu senyawa saja. Sementara itu, untuk reaksi SN-2 serangan 
nukleofilik dan lepasnya leaving group terjadi secara bersamaan tanpa 




menggandakan konsentrasi nukleofil dan substrat menyebabkan laju 
reaksi menjadi dua kali lipat. Oleh karena itu persamaan laju pada SN-2 
digambarkan sebagai orde dua karena bergantung pada konsentrasi dua 
senyawa yang berbeda (Klein, 2015).  
 
2.11 Uji Kemurnian  
2.11.1 Kromatografi Lapis Tipis 
 
Uji Kemurnian dapat dilakukan dengan metode kromatografi lapis 
tipis dua dimensi dan penentuan jarak lebur. Teknik pemisahan pada 
kromatografi lapis tipis yaitu dengan menggunakan adsorben (fase diam) 
pada permukaan bidang datar berupa lempeng kaca, pelat alumunium, atau 
pelat plastik, serta larutan yang berperan sebagai fase gerak. Prinsip 
kromatografi lapis tipis yaitu pemisahan berdasarkan dengan polaritas. 
Semakin mirip sifat fisik senyawa dengan fase gerak, maka senyawa 
tersebut akan semakin lama berada dalam fase gerak. Fase gerak akan 
membawa senyawa yang paling larut ke atas pelat KLT. Pada umumnya, 
KLT digunakan untuk mengetahui komponen dalam suatu campuran, 
identifikasi senyawa, efektifitas pemurnian, serta memantau berjalannya 
suatu reaksi (Kumar, et al., 2013).  
Pemilihan eluen atau pelarut yang cocok merupakan bagian yang 
paling penting dalam sistem KLT. Pertimbangan dalam memilih eluen 
biasanya mencakup tiga kriteria sebagai berikut, yakni kelarutan, afinitas, 
dan resolusi (pemisahan). Eluen atau pelarut dapat terdiri dari satu pelarut 
atau campuran dua sampai enam pelarut dengan tingkat polaritas yang 




meningkatkan resolusi sampel. Kebanyakan sistem pelarut KLT 
mengandung pelarut polar dan pelarut kurang polar secara kromatografi. 
Polaritas pelarut yang akan digunakan untuk kromatografi dapat dievaluasi 
dengan memeriksa konstanta dielektrik (Ʃ) dan momen dipol pelarut. 
Semakin besar kedua angka ini, maka semakin polar pelarutnya (Wulandari, 
2011; Bele & Khale, 2011).  
Untuk memilih eluen yang cocok, dapat dilakukan optimasi eluen. 
Jika fase gerak belum dilaporkan atau ditentukan sebelumnya, dapat dimulai 
dengan kombinasi yang kurang polar seperti heksana/etil asetat. Jika bercak 
tetap berada di garis awal pelat, tambahkan lebih banyak pelarut polar. Jika 
noda yang muncul (Rf > 0,8) maka tambahkan lebih banyak pelarut nonpolar 
atau beralih ke kombinasi yang lebih kurang polar. Substitusi dalam pelarut 
yang lebih polar sering mengakibatkan perubahan resolusi, sementara 
perubahan dalam pelarut yang kurang polar menghasilkan perubahan Rf 
dari komponen sampel (Cai, 2014). Rf merupakan jarak lebur yang didapat 
dari perbandingan jarak tempuh senyawa dari titik asalnya dengan jarak 
tempuh pelarut (Kumar, et al., 2013). 




2.11.2 Uji Melting point  
Titik leleh senyawa kimia dapat berfungsi sebagai indikator yang 
berguna untuk mengetahui identitas dan kemurnian zat. Titik leleh suatu 
zat merupakan kisaran atau rentang temperatur antara mulai melelehnya 
kristal pertama dari zat padat dengan kristal terakhir menyelesaikan 




sempit (hanya 1-2˚C). Sejumlah kecil pengotor yang ada akan menurunkan 
beberapa derajat titik leleh suatu senyawa dan memperluas rentang suhu 
titik leleh. Hal ini disebabkan karena pengotor dapat menyebabkan cacat 
pada kisi kristal, sehingga interaksi antar molekul lebih mudah diatasi. 
Pada kristal dengan pengotor, lebih sedikit panas yang dibutuhkan untuk 
melelehkan campuran ini daripada yang dibutuhkan untuk melelehkan 
kristal murni, sehingga padatan yang tidak murni meleleh pada suhu yang 
lebih rendah daripada padatan yang murni. Padatan yang tidak murni juga 
meleleh pada rentang suhu yang lebih luas, karena daerah tiap kristal 
mengandung jumlah pengotor yang berbeda, dengan demikian jumlah 
cacat pada kisi kristal pun berbeda (Brittain, 2009; Young, 2013) 
 
2.12 Uji Konfirmasi Struktur Obat  
2.12.1 Spektrofotometri UV-Vis   
Spektrofotometri UV / VIS adalah teknik yang didasarkan pada 
penyerapan cahaya oleh zat yang tidak diketahui atau oleh sampel yang 
tidak diketahui. Di sini, sampel diterangi dengan sinar elektromagnetik dari 
berbagai panjang gelombang yang terlihat (VIS, yaitu warna yang berbeda) 
dan rentang yang berdekatan yaitu ultraviolet (UV) dan bagian dari wilayah 
inframerah bawah (dekat IR) dari spektrum. Penyerapan cahaya 
tergantung pada substansinya. Sebagian cahaya akan diserap, 
dipantulkan, dan yang tersisa akan di transmisikan. Kemudian detektor 
akan mencatat panjang gelombang dan absorbansi dari suatu senyawa. 
Akibatnya, karena setiap zat menyerap cahaya dengan cara yang berbeda, 




spektrum UV / VISnya. Spektrum kemudian dapat digunakan untuk 
mengidentifikasi atau mengukur suatu zat (Toledo, 2015). 
Absorpsi UV-VIS oleh molekul umumnya terjadi dalam satu atau 
lebih pita absorpsi elektronik, yang masing-masing terdiri dari banyak garis 
yang rapat namun terpisah. Setiap garis muncul dari transisi elektron yang 
tereksitasi dari keadaan dasar ke keadaan yang lebih tinggi (Skoog, et al., 
2014). Pada spektrofotometer UV-VIS diperlukan senyawa dengan 
kandungan kromofor agar dapat mengabsorbsi sinar dengan kuat di daerah 
UV-Vis, misalnya seperti heksana, aseton, asetilen, benzena, karbonil, 
karbondioksida, karbon monoksida, dan gas nitrogen (Suhartati, 2017).   
2.12.2 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)  
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) merupakan 
metode yang banyak digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi dalam 
material (padat, cair, dan gas), dengan menggunakan pancaran radiasi 
inframerah (Khan et al., 2018). Instrumen ini mampu mengidentifikasi 
senyawa organik dan anorgakik murni karena hampir semua spesies 
molekul mampu menyerap radiasi inframerah. Selain itu, tiap senyawa 
molekul memiliki spektrum absorpsi inframerah yang unik dan berbeda. 
Energi radiasi inframerah dapat memicu transisi getaran dan rotasi yang 
bergantung pada jumlah atom dan jumlah ikatan yang dikandungnya. 
Penyerapan inframerah terjadi tidak hanya dengan molekul organik, tetapi 
juga dengan kompleks logam yang terikat secara kovalen, yang umumnya 
aktif di wilayah inframerah dengan panjang gelombang yang lebih panjang. 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) memiliki sensitivitas tinggi, 




diperoleh dalam 1 detik atau kurang) (Skoog, et al., 2014) Prinsip FTIR 
yaitu penyerapan radiasi inframerah yang berbeda pada suatu molekul dan 
diinterpretasikan dalam bentuk pita pada spektrum (Sulistyani, 2017). 
Ketika molekul diradiasi dengan radiasi elektromagnetik, energi akan 
diserap jika frekuensi radiasi sesuai dengan frekuensi vibrasinya. Karena 
setiap frekuensi yang diserap oleh molekul sesuai dengan gerakan molekul 
tertentu, maka dapat ditemukan jenis gerakan yang dimiliki molekul dengan 
mengukur spektrum IR-nya. Dengan menafsirkan gerakan ini, kita dapat 
menentukan jenis ikatan (gugus fungsi) yang ada dalam molekul (McMurry, 
2012). 
2.12.3 Spektrofotometri 1H-NMR dan 13C-NMR 
Spektrofotometri resonansi magnetik inti (NMR) memungkinkan 
untuk mendeteksi inti atom, sehingga dapat diketahui jumlah dan jenis 
lingkungan atom dalam suatu molekul, dan mengetahui struktur gugus 
yang berdekatan dengan atom hydrogen maupun karbon. NMR dapat 
dengan mudah membedakan jenis hidrogen (1H) dengan medeteksi 
lingkungan tempat inti hidrogen berada. Demikian pula pada karbon (13C) 
yang dapat dibedakan dengan mudah oleh NMR. Prinsip dari 
spektrofotometri NMR adalah mendeteksi energi radiasi radiofrekuensi 
yang diserap terhadap perubahan nuclear spin state (Clayden, et al., 
2012). Dalam mengintepretasikan spektra 1H NMR dan 13C-NMR perlu 
diperhatikan luas puncak (peak area), pemecahan puncak (spliting), dan 
geseran kimia (chemical shift) (Achmadi, 2003). Pergeserah kimia (δ) 
disebabkan karena frekuensi resonansi yang ditimbulkan setiap inti 




dari bidang yang diterapkan. Elektron yang berlawanan dengan medan 
magnet akan membentuk shielding effect yang menginterpretasikan nilai 
dari pergeseran kimia. Nilai pergeseran kimia akan semakin tinggi bila 
elektron semakin deshielded (low shielded field), dan akan semakin 
rendah bila elektron dalam keadaan semakin shielded (high shielded 
field) (Jenie, et al., 2014). Untuk spektrum 1H-NMR hampir sama dengan 
spektrum 13C-NMR, namun skala pada 1H-NMR jauh lebih kecil yaitu 
hanya berkisar sampai 10 ppm. Hal ini dapat disebabkan karena adanya 
kemungkinan perubahan yang lebih kecil dalam dua elektron disekitar inti 
hidrogen dibandingkan dengan delapan elektron valensi di sekitar inti 
karbon (Clayden, et al., 2012). 
2.12.4 Spektroskopi Massa   
Spektroskopi massa merupakan suatu teknik pemisahan dari 
senyawa organik untuk menganalisis struktur molekul secara kualitatif. 
Metode yang digunakan adalah metode sederhana yang dapat mengukur 
massa dan berat suatu molekul. Seringkali, untuk mendapatkan informasi 
struktural tentang suatu molekul, dilakukan pengukuran massa fragmen 
yang dihasilkan ketika molekul pecah. Sejumlah kecil sampel diuapkan ke 
dalam sumber ionisasi yang kemudian ditembakkan oleh aliran elektron 
berenergi tinggi. Prinsip dari spektrometri massa adalah pemisahan ion 
sampel berdasarkan rasio massa-muatan. Spektrum massa suatu 
senyawa biasanya ditampilkan sebagai grafik batang, dengan massa 
(nilai m/z) pada sumbu x dan intensitas, atau kelimpahan relative ion dari 
m/z tertentu yang mengenai detektor pada sumbu y. Puncak tertinggi 




berhubungan dengan radikal kation tak terfragmentasi disebut puncak 
induk atau ion molekuler (M+) (McMurry, 2012).  
Ketika sebuah elektron berenergi tinggi menyerang sebuah molekul 
organik, ia akan melepaskan eletron valensi dari molekul, menghasilkan 
kation radikal, dimana kation karena molekul telah kehilangan sebuah 
elektron dan sekarang memiliki muatan positif, sedangkan radikal karena 
molekulnya sekarang memiliki jumlah elektron ganjil. Penembakan 
elektron mentransfer begitu banyak energi sehingga sebagian besar 
radikal kation radikal terpecah setelah pembentukan. Mereka pecah 
menjadi potongan-potongan kecil, beberapa diantaranya 
mempertahankan muatan positif dan beberapa diantaranya netral. 
Fragmen tersebut kemudian mengalir melalui pipa melengkung dengan 
medan magnet yang kuat, yang nantinya akan membelokkannya ke jalur 
yang berbeda sesuai dengan rasio massa terhadap muatan (m/z). 
Fragmen netral tidak dibelokkan oleh medan magnet dan hilang di dinding 
pipa, tetapi fragmen dengan muatan positif akan disortir oleh spektrometri 
massa ke detektor, yang kemudian merekamnya sebagai puncak pada 
berbagai rasio m/z (McMurry, 2012).   
 
2.15 Uji Aktivitas Antibakteri secara In Vitro 
Teknik yang paling populer digunakan untuk penilaian aktivitas 
antimikroba adalah metode difusi agar (difusi cakram atau difusi sumur) 
dan metode dilusi (dilusi agar dan dilusi cair (makro/mikrodilusi) (Golus et 




konsentrasi terendah dari antimikroba yang diuji sehingga dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri yang diujikan (Kadar Hambat Minimum, 
biasanya dinyatakan dalam µg/mL atau mg/liter atau ppm). Kadar Hambat 
Minimum (KHM) adalah konsentrasi terendah yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri (World Organisation of Animal Health, 2012).  
2.15.1 Metode Dilusi  
Metode dilusi adalah metode yang paling tepat untuk penentuan 
nilai KHM, karena metode ini dapat memperkirakan konsentrasi agen 
antimikroba yang diuji dalam agar (dilusi agar) atau media (makrodilusi 
atau mikrodilusi). Baik metode broth atau metode solid dilution test dapat 
digunakan mengukur aktivitas antimikroba in vitro secara kuantitatif 
terhadap bakteri (Balouiri, et al., 2016).  
2.15.1.1 Metode Dilusi Cair (Broth Dilution)  
Dilusi cair adalah suatu teknik yang mana suspensi bakteri telah 
ditentukan konsentrasi optimal sebelumnya yang kemudian diuji dengan 
berbagai konsentrasi dari agen antimikroba (biasanya digunakan serial 
pengenceran dua kali lipat). Jumlah inokulum bakteri akhir yang 
direkomendasikan untuk dilusi cair adalah 5 x 105 CFU/ml (Wiegand, et al., 
2008). Metode dilusi cair dapat dilakukan dalam tabung bersisi volume 
minimal 2 mL (makrodilusi) atau dalam volume yang lebih kecil dengan 
menggunakan pelat mikrotitrasi (mikrodilusi). Metode makrodilusi memiliki 
kelemahan utama yaitu membosankan karena pekerjaan dilakukan secara 
manual dan risiko terjadi kesalahan dalam persiapan larutan antimikroba 
serta jumlah reagen untuk setiap pengujian, sementara itu, metode 




difusi cakram karena sebagian besar panel uji antimikroba mikrodilusi cair 
masih memiliki harga yang tinggi (World Organisation of Animal Health, 
2012).  
2.15.1.2 Metode Dilusi Agar 
Menurut Chikezie (2017) dilusi agar merupakan salah satu metode 
yang sangat berguna dalam menentukan nilai kadar hambat minimum 
(KHM). Penentuan KHM pada metode dilusi melibatkan indikator bakteri ke 
dalam berbagai konsentrasi antibiotik yang dilarutkan pada media agar dan 
di inkubasi selama 18 sampai 24 jam. Intepretasi yang dihasilkan pada 
metode ini adalah evaluasi potensi antibakteri pada senyawa baru yang 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan konsentrasi terendah 
sebagai data kuantitatif yang ditunjukkan dengan tidak adanya pertumbuhan 
bakteri pada plate (Chikezie, 2017). Selain itu, KHM dapat digunakan untuk 
memantau perkembangan resistensi bakteri terhadap suatu antibakteri. 
Media yang biasa digunakan dalam menentukan KHM yakni Mueller-Hinton 
agar (MHA). Dikatakan pula bahwa keuntungan dalam penentuan KHM 
dengan metode dilusi agar adalah dapat menguji kerentanan bakteri secara 
bersamaan dalam satu cawan dan dierkomendasikan pada bakteri yang 
tumbuh secara aerob (Wiegand et al., 2008). Sementara itu, kelemahan dari 
metode dilusi agar ini adalah pengerjaannya cukup melelahkan jika 
dilakukan secara manual dan plate yang telah disiapkan hanya dapat 
digunakan selama seminggu (atau kurang dari seminggu tergantung pada 
uji antimikroba) (World Organisation of Animal Health, 2012).  
Prosedur metode dilusi agar yang dituliskan oleh Jiang (2011) 




pembuatan suspensi, pembakuan suspensi dan inokulasi media agar. 
Metode tersebut melibatkan pengenceran dua kali senyawa uji sebagai agen 
yang bersifat antibakteri dengan suhu 45°C menggunakan plat MHA dengan 
pH 5.9 (Jiang, 2011). Setelah itu, dilakukan pencampuran antara larutan 
senyawa uji antimikroba yang sudah diencerkan ke dalam agar yang masih 
cair dan diamkan hingga mengeras. Agar yang telah mengeras ditetesi 
dengan bakteri dengan konsentrasi 104 CFU/spot lalu diinkubasi selama 18-
24 jam pada suhu 37°C (Wiegand, et al., 2008).  
2.15.2 Metode Difusi  
Metode lain yang digunakan untuk menguji aktivitas antimikroba 
adalah dengan metode difusi. Metode difusi terdiri dari tiga teknik 
pengerjaan, yaitu difusi cakram, difusi sumuran, dan E-test.  
2.15.2.1 Difusi Cakram  
Difusi cakram merupakan metode difusi menggunakan cakram 
kertas yang telah disemai dengan antimikroba konsentrasi tertentu. 
Cakram kertas kemudian dimasukan ke dalam media kultur padat yang 
telah ditanami dengan inokulum yang akan diuji secara merata. Difusi 
cakram didasarkan pada penentuan zona hambat yang sebanding dengan 
kerentanan bakteri terhadap antimikroba yang ada di cakram. Difusi agen 
antimikroba menghasilkan gradien hambatan pada media kultur. Ketika 
konsentrasi dari antimikroba menjadi sangat encer sehingga tidak dapat 
lagi menghambat pertumbuhan bakteri uji, maka zona hambat dibatasi. 
Diameter zona hambatan di sekitar cakram antimikroba berkaitan dengan 
konsentrasi hambat minimum (KHM) untuk kombinasi bakteri/antimikroba 




konsentrasi antimikroba yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan 
organisme. Difusi cakram mudah dilakukan, akurat, dan tidak 
membutuhkan peralatan yang mahal. Keuntungan utamanya adalah biaya 
rendah, mudah dalam memodifikasi uji cakram antimikroba bila diperlukan, 
dapat digunakan sebagai uji skrining terhadap sejumlah besar isolat, serta 
dapat mengidentifikasi subset dari isolat untuk pengujian lebih lanjut 
dengan metode lain, seperti penentuan KHM. Cakram harus didistribusikan 
secara merata sehingga zona hambatan di sekitar cakram tidak tumpang 
tindih (World Organisation of Animal Health, 2012). 
2.15.2.2 Difusi Sumuran  
Metode difusi sumuran banyak digunakan untuk mengevaluasi 
aktivitas antimikroba tanaman atau ekstrak mikroba. Prosedur difusi 
sumuran hampir sama dengan metode difusi cakram. Permukaan pelat 
agar diinokulasi dengan meratakan volume okulum mikroba di seluruh 
permukaan agar.  Dibuat lubang sumuran dengan diameter 6-8 mm secara 
aseptik dengan bor gabus steril atau dengan tip. Setelah itu, sejumlah (20-
100 mL) agen antimikroba pada konsentrasi tertentu dimasukkan ke dalam 
sumur.  Kemudian pelat agar diinkubasi dalam kondisi yang sesuai 
tergantung pada mikroorganisme uji. Agen antimikroba berdifusi dalam 
media agar dan menghambat pertumbuhan strain mikroba yang diuji 
(Balouiri, et al., 2016). Metode ini memiliki kelebihan yaitu pengukuran luas 
zona hambat menjadi lebih mudah karena dalam metode ini isolat 
beraktivitas tidak hanya di permukaan agar, tetapi juga sampai bawah. 
Sementara itu, kelemahan dari metode ini yaitu rentan terjadi kontaminasi 




dapat terjadi ketika memasukan sampel ke dalam sumur, hal ini 
dikarenakan pada kegiatan ini sering membuka cawan dari pada metode 
difusi lain, sehingga kemungkinan terjadi kontaminasi sangat tinggi 
(Retnaningsih, et al., 2019).   
2.15.2.3 E-Test  
Metode E-test menggabungkan prinsip metode pengenceran dari 
metode dilusi dengan metode difusi untuk menentukan nilai KHM. Hal ini 
memungkinkan terbentuknya gradien konsentrasi agen antimikroba yang 
diuji dalam media agar. Dalam prosedur, strip diresapi dengan peningkatan 
gradien konsentrasi dari agen antimikroba dari satu ujung ke ujung lainnya 
kemudian diendapkan pada permukaan agar yang sebelumnya telah 
diinokulasi dengan mikroorganisme yang diuji. Metode ini digunakan untuk 
penentuan KHM antimikroba, yang mana nilai KHM ditentukan pada 
perpotongan dari strip dan elips penghambatan pertumbuhan. E-test 
sangat sederhana untuk diterapkan namun mengeluarkan biaya yang 
cukup besar, sehingga bila E-test digunakan pada pengujian banyak obat, 
maka biaya yang dikeluarkan pun akan semakin besar (Balouiri, et al., 
2016).  
E-test dapat dilakukan untuk menyelidiki interaksi antimikroba 
antara dua obat. Untuk mempelajari interaksi dari dua antibiotik, strip Etest 
diresapi dengan antibiotik pertama, kemudian ditempatkan pada 
permukaan piring agar yang telah diinokulasi sebelumnya. Setelah satu 
jam, strip diangkat dan diganti dengan yang lain kemudian diresapi dengan 




kombinasi setidaknya dua pengenceran yang dibandingkan dengan 
antibiotik paling aktif yang diuji sendiri (Balouiri, et al., 2016).  
 
2.16 Scoring (Semi-Quantitative) 
Skoring semi-kuantitaif ditetapkan oleh pengamat atau peneliti 
berdasarkan kriteria morfologi yang telah ditentukan. Skor semi-kuantitatif 
dapat diterapkan pada perubahan dalam suatu organisme secara 
makroskopis ataupun mikroskopis, serta memungkinkan pembuatan data 
yang kuat yang dapat digunakan untuk analisis statistik dan evaluasi 
kelompok eksperimen. Integrasi penskoran semi-kuantitatif dalam 
penelitian translasi dapat berguna dalam beberapa situasi. Pertama, data 
penskoran semi-kuantitatif relatif murah, karena tidak diperlukan 
perangkat lunak atau alat komputasi. Kedua, ini bisa menjadi metode 
penyaringan data yang cepat untuk memandu studi penelitian masa 
depan. Ketiga, data semi-kuantitatif dapat meningkatkan ketelitian teks 
deskriptif. Terakhir, data semi-kuantitatif dapat digunakan untuk 
memandu, menguatkan, dan memvalidasi pengamatan atau data yang 
diperoleh dari pengujian lain. Namun, jika dibandingkan dengan metode 
kuantitatif, skor semi-kuantitatif masih terbilang kurang tepat karena 
mendekati perubahan relatif (Meyerholz & Beck, 2018).  
Dalam beberapa bidang ilmiah, data dapat diperoleh 
menggunakan skor semi-kuantitatif. Skor semi-kuantitatif dapat 
digunakan pada bidang praklinis yang menggunakan model (seperti 
hewan, kultur jaringan/sel, dan lainnya) dari penyakit atau kondisi 




pada bidang klinis, skor semi-kuantitatif jaringan manusia (misalnya, 
kanker, kultur jaringan/sel, dan lainnya) sering digunakan untuk 
membantu menentukan diagnosis penyakit, patogensis, biomarker, dan 
prognosis klinis (Meyerholz & Beck, 2018). Penelitian yang dilakukan oleh 
Hashimoto & Shime (2013) ditemukan korelasi yang signifikan antara 
perwarnaan Gram semi-kuantitatif atau hasil kultur dengan hasil kultur 





KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
 
 





















Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 
Modifikasi Struktur  
Penemuan Antibakteri  
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1-Alil-3-(2-klorobenzoil)tiourea  
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biologisnya  
1-benzoil-3-(5-kloro-2-hidroxifenil)tiourea  
Penambahan halogen meningkatkan 
efek aktivitas antibakteri  
Menghambat DNA gyrase dan 
Topoisomerasi IV E. coli  
Sintesis Schotten-Baumann 
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Konfirmasi Struktur:  
- Spektrofotometri UV  
- Spektrofotometri IR  
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- Spektroskopi Massa  
 
Penetrasi senyawa ke bakteri Gram negatif meningkat  
Uji aktivitas antibakteri metode dilusi agar 
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Pada kerangka konsep yang telah dibuat, untuk mengembangkan obat 
baru yang memiliki efek antibakteri dapat digunakan turunan tiourea sebagai 
senyawa penuntun (lead compound) (Arslan et al., 2009). Turunan tiourea 
diketahui memiliki potensi sebagai antibakteri dengan mekanisme menghambat 
DNA gyrase dan Topoisomerase IV pada sel bakteri E. coli (Hashem, et al., 2020). 
Tak hanya itu, modifikasi struktur yang dilakukan pada turunan tiourea dapat 
meningkatkan efek biologis dari senyawa tersebut. Hal ini didukung dengan 
penelitian yang telah dilakukan sebelumnya oleh Shalas et al. (2016) dan Atiș et 
al. (2012). Pada penelitian yang dilakukan Shalas et al. (2016), telah dibuktikan 
bahwa turunan tiourea yang dimodifikasi strukturnya dengan penambahan alil, 
kloro, dan juga cincin benzena menjadi 1-alil-3-(2-klorobenzoil)tiourea dapat 
meningkatkan aktivitas biologs dari senyawa turunan tiourea. Sementara itu, Atiș 
et al. (2012) menyatakan bahwa turunan tiourea yaitu 1-benzoil-3-(5-kloro-2-
hidroxifenil)tiourea dengan penambahan halogen dapat meningkatkan efek 
aktivitas antibakterinya. Maka dari itu, pada penelitian ini dilakukan sintesis 
menggunakan metode modifikasi Schotten-Baumann untuk mendapatkan 
senyawa baru yang telah dimodifikasi strukturnya. Modifikasi struktur yang 
dilakukan mengakibatkan terjadinya peningkatan aktivitas biologis yang 
dipengaruhi oleh sifat lipofilik, elektronik, dan juga sterik (Siswandono & Soekardjo, 
2000). 
Sifat lipofilik dapat meningkat dengan melakukan penambahan alil pada 
senyawa turunan tiourea. Perubahan rantai alkil dengan melakukan penambahan 
alil dapat mempengaruh interaksi hidrofobik pada senyawa, sehingga dapat 
meningkatkan sifat lipofilik dari senyawa. Selain itu, penambahan benzoil yang 




dikarenakan adanya isomer posisi yang dapat mendistribusikan elektron dan 
mempengaruhi penempatan spasial pada sistem cincin (Shalas, et al, 2018). 
Selanjutnya, penambahan halogen pada posisi meta- memberikan peningkatan 
efek elektronik pada senyawa. Adanya halogen yang merupakan gugus penarik 
elektron yang kuat dapat meningkatkan efek elektronik dari senyawa. Selain itu, 
posisi meta- di cincin aromatis memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik 
dibandingkan dengan halogen yang berada diposisi orto-, sehingga penempatan 
halogen pada posisi meta- dirasa sudah tepat. Sifat lipofilitas pada gugus meta- 
juga mendukung aktivitas biologis terhadap bakteri, terutama bakteri Gram negatif 
(Malík et al., 2012).   
Dari proses sintesis yang dilakukan, terbentuk senyawa baru yakni 
senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang dikonfirmasi strukturnya  
menggunakan 4 macam instrumen, diantaranya spektrofotometri UV, 
spektrofotometri IR, spektrometri NMR, dan spektroskopi massa. Senyawa 1-alil-
3-(3-klorobenzoil)tiourea telah memiliki peningkatan pada sifat lipofilik, elektronik, 
dan sterik sehingga meningkatkan kemampuan senyawa untuk berpenetrasi pada 
bakteri Gram negatif. Hal ini dikarenakan bakteri Gram negatif mempunyai dinding 
sel yang kaya akan lipopolisakarida (LPS) dan sedikit peptidoglikan. Adanya LPS 
pada bakteri Gram negatif memudahkan antibakteri yang memiliki lipofilisitas yang 
baik untuk menembus dinding sel bakteri Gram negatif (Martinez de Tejada et al., 
2012).  
Untuk memastikan aktivitas antibakterinya, senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea diuji pada isolat Escherichia coli 1223 menggunakan metode 
dilusi agar. Metode dilusi agar dinilai cocok dan tepat untuk mengukur kadar 




metode ini dipilih dengan harapan nilai KHM dari senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzol)tiourea dapat ditentukan dan dibandingkan dengan KHM pada 
antibakteri gentamisin yang berperan sebagai senyawa pembanding (Golus, et al., 
2016).   
Berdasarkan penelitian yang dilakukan sebelumnya, telah dibuktikan 
bahwa turunan tiourea memiliki efek antibakteri yang baik. Oleh karena itu pada 
penelitian ini, dilakukan modifikasi struktur dengan cara melakukan sintesis 
menggunakan metode Schotten-Baumann yang telah dimodifikasi. Tujuan 
dilakukannya modifikasi struktur ialah agar efek antibakteri yang dihasilkan 
optimal. Modifikasi struktur yang dilakukan pada senyawa ini yaitu dengan 
melakukan penambahan alil, benzoil, dan kloro pada posisi meta sehingga 
didapatkan senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea. Setelah itu dilakukan 
pengujian aktivitas antibakteri dengan metode dilusi agar untuk membuktikan 
aktivitas biologis dari senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea.  
 
3.2 Hipotesis Penelitian 
Hipotesis pada penelitian ini adalah:  
3.2.1 Terdapat hubungan antara konsentrasi senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea dengan efek biologisnya sebagai antibakteri terhadap 
isolat urin Escherichia coli 1223 berdasarkan derajat pertumbuhan koloni.  
3.2.2 Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea memiliki nilai KHM yang 
sebanding dengan KHM antibiotik gentamisin terhadap isolat urin 









4.1 Rancangan Penelitian 
Penelitian ini dilakukan menggunakan desain penelitian eksploratif 
untuk memperoleh senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dengan  metode 
Schotten-Bauman, yang selanjutnya disebut dengan BATU-3. Penelitian ini 
menggunakan desain eksperimental laboratoris dengan melakukan sintesis, 
dan uji aktivias antibakteri senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tourea pada isolat 
urin Escherichia coli 1223.  
 
4.2 Subjek Penelitian  
Subjek yang digunakan dalam penelitian ini yaitu isolat uri Escherichia 
coli 1223 yang diperoleh dari stok kultur Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Sampel yang digunakan pada 
penelitian ini adalah senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang didapatkan 
dari hasil sintesis. Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali.  
 
4.3 Jumlah Pengulangan  
Penelitian ini menggunakan 8 kelompok perlakuan berdasarkan 8 
macam konsentrasi senyawa 1-alil-3(3-klorobenzoil)tiourea (BATU-3). Pada 
penelitian ini dilakukan pengulangan yang dihitung berdasarkan rumus 




(n-1)(p-1) ≥ 15  
(n-1)(8-1) ≥ 15  
(n-1)(7) ≥ 15  
7n-7 ≥ 15  
7n ≥ 22  
n ≥ 3,14 ≈ 3 
Keterangan:  
p = jumlah perlakuan  
n = jumlah pengulangan  
 Berdasarkan perhitungan yang telah dilakukan, maka 
pengulangan dalam penelitian ini sebanyak 3 kali. Pengulangan ini dilakukan 
pada kelompok perlakuan dengan 8 macam konsentrasi senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea (BATU-3), 5 macam konsentrasi senyawa pembanding 
(gentamisin) dan 1 kontrol bakteri (Tween 80 0,4%).  
4.4 Variabel Penelitian  
Variabel pada penelitian ini terdiri dari dua bagian yaitu :  
• Variabel bebas  : Dosis senyawa uji  
• Variabel terikat  : Derajat pertumbuhan koloni bakteri 






4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian  
Penelitian sintesis 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dilakukan di 
Laboratorium Farmasi, Jurusan Farmasi, Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya, uji aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya, dan untuk uji konfirmasi struktur 
senyawa dilakukan di Laboratorium Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang, dan Institute of Tropical 
Disease (ITD) Universitas Airlangga Surabaya Waktu penelitian dilaksanakan 
pada bulan September 2019 hingga bulan Februari 2021.  
 
4.6 Bahan dan Alat / Instrumen Penelitian 
4.6.1 Bahan  
Aliltiourea (sigma aldrich); 3-klorobenzoil klorida (sigma aldrich); 
tetrahidrofuran (sigma aldrich); etil asetat (MERCK); metanol (MERCK); n-
heksana (MERCK); trietilamin (sigma aldrich); kloroform (MERCK); natrium 
karbonat (Na2Co3) (MERCK); aquadest; media Mueller Hilton Broth 
(MERCK); media MacConkey Agar (MERCK); media Eosin Methylene Blue; 
DMSO (MERCK); isolat urin Escherichia coli 1223; Mc. Farland; Tween-80 
teknis; Water for Injection (WFI) dan aquadest steril; bahan pewarnaan Gram 
terdiri dari lugol, kristal violet, safranin, dan alcohol 96%; minyak imersi; dan 
antibiotik Gentamisin Sulfat Injeksi 40 mg/mL (Sagestam).   
4.6.2 Alat  
Satu set peralatan refluks (Pyrex), corong pisah (Pyrex), icebath, 




(IKA C-Mag HS7), seperangkat alat KLT yaitu lempeng KLT (silica GF245nm) 
dan chamber (Camag); Spektrofotometer UV (Shimadzu UV-Vis 1800); 
Spektrofotometer FTIR (8400S/Shimadzu); Spektrofotometer NMR (NMR 
Jeol ICS 400 MHz); Spektrometer GC/MS (Shimadzu GCMA QP2010 Plus); 
Rotatory Evaporator; Spuit injeksi 1 ml, alat-alat gelas (Pyrex), kulkas, oven, 
mortir, stamper; plate steril; ose steril dan bunsen burner serta korek api; 
inkubator; autoklaf; mikroskop; object glass dan kaca penutup; cawan petri 
(Pyrex); kertas saring; mikropipet (Socorex Acura 285); tabung reaksi 
(Pyrex); Falcon; kertas pengisap dan tisu.  
 
4.7 Definisi Istilah / Operasional 
1) Sampel uji BATU-3 yang merupakan senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea yang dicampurkan dengan Tween 80 0,4%.  Twee 
80 0,4% digunakan sebagai suspending agent untuk meningkatkan 
kelarutan senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang sukar larut 
dalam air (pelarut organik).  
2) Bakteri Escherichia coli Isolat 1223 adalah bakteri yang diperoleh dari 
urin pasien ISK milik Laboratorium Mikrobiologi Fakultass Kedokteran 
Universitas Brawijaya Malang.  
3) Senyawa pembanding pada uji aktivitas antibakteri yang digunakan 
dalam penelitian ini yaitu antibiotik gentamisin dengan nilai kadar hambat 
minimum (KHM) terhadap isolat urin Escherichia coli 1223 pada 
penelitian ini yaitu 2 ppm.  
4) Kontrol bakteri pada uji aktivitas antibakteri yang digunakan dalam 




5) Penilaian pertumbuhan koloni bakteri dilakukan berdasarrkan sistem 
skoring sebagai berikut:  
- Skor 0 = Tidak ada pertumbuhan pada media agar  
- Skor 1 = Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan 
rendah 
- Skor 2 = Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan 
sedang  
- Skor 3 = Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan tinggi  
 









Gambar 4.1 Prosedur Penelitian 
 
Sintesis senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dengan metode 
Schotten-Baumann reaksi substitusi nukleofilik 
Uji kemurnian dengan metode KLT 
Konfirmasi struktur dengan metode  Spektrofotometri UV 
Spektrofotometri IR, Sprektrometri 1H-NMR dan 12C-NMR, dan 
Spektrometri Massa 




4.8.1 Sintesis Senyawa 
 
Gambar 4. 2 Prosedur Sintesis Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
Diteteskan sedikit demi sedikit sampai 
habis dalam ice bath sambil diaduk 
menggunakan pengaduk magnetik 
selama 30 menit 
Diamkan di suhu ruang selama 
5 menit 
Masukan dalam ice bath hingga 
kristal terbentuk  
Disiapkan alat 
dan bahan
Disiapkan gelas beaker yang diisi dengan 
2,5 ml 3-klorobenzoil klorida + 15 ml 
tetrahidrofuran)  
Kedalam labu alas bulat 
250 ml dimasukkan 2,788 g 
1-aliltiourea (0,024) mol + 
tetrahydrofuran 30 ml + 5,6 
ml trietilamin 
KLT tiap jam 
(t0, t1, t2, t3, t4) 
Campuran direfluks diatas 
penangas air 
Campuran disaring dengan 
corong Buchner 
Pelarut filtrat hasil penyaringan 
diuapkan dengan rotatory evaporator 
Dicuci dengan +Na2CO3 jenuh sampai KLT 
menunjukkan satu noda 
Hasil pencucian disaring dan 
dikeringkan dalam oven  
300 mg serbuk BATU-3 
Diteteskan DMSO 100% panas 
hingga larut sempurna  
Diteteskan aquades panas 
hingga larutan buram berkabut  
Diteteskan DMSO 100% panas 
hingga larutan jernih kembali  
Diuapkan diatas hotplate hingga 




4.8.2 Uji Kemurnian  
4.8.2.1 Uji KLT  
 
Gambar 4.3 Prosedur Uji Kemurnian dengan KLT 
 
4.8.2.2 Uji Rentang Titik Lebur 
 
Gambar 4.4 Prosedur Uji Kemurnian dengan Melting Point 
Sampel kristal BATU-3 diambil secuplik → 
Dimasukkan dalam tabung kapiler  
Sampel diamati titik leburnya hingga melebur sempurna dan dicatat suhu 
titik lebur (M1, M2, M3) 
(Dilakukan repliasi tiga kali)  
Dikatakan murni jika memiliki rentang titik lebur sempit (1-2°C)  
 
Pengaturan Instrumen:  
Suhu awal 60˚C; kenaikan suhu 
0,5˚/min 
Fase diam : silika 
gel 60 GF245 
60 GF245 
Fase gerak terdiri dari 3 komposisi: N-heksana-
kloroform-etil asetat (8:3:1); N-heksana-
tetrahidrofuran (2:1); dan N-heksana-etil asetat (5:1) 
Senyawa dinyatakan murni secara KLT apabila timbul noda 
tunggal pada tiga macam komposisi fase gerak yang berbeda 
kepolarannya  
Dieluasi dan dikeringkan, kemudian 




4.8.3 Uji Konfirmasi Struktur   
4.8.3.1 Uji Konfrimasi Struktur dengan Spektrofotometer UV  
 
Gambar 4.5 Prosedur Studi Uji Konfirmasi Struktur dengan 
Spektrofotometer UV 
 
4.8.3.2 Uji Konfirmasi struktur dengan Spektrofotometer IR  








Sampel dilarutkan dalam metanol 
Diukur spektrum kurva absorbansi terhadap panjang gelombang  
(λ: 200 – 400 nm) 
Diidentifikasi panjang gelombang maksimal pada spektrum UV yang terbentuk 
Sampel dibuat pellet dengan KBr 
Diukur spektrum kurva % transmisi terhadap bilangan gelombang 
pada 4000 – 400 cm-1 




4.8.3.3 Uji Konfirmasi Struktur dengan Spektrometri NMR  





Gambar 4.7 Prosedur Studi Uji Konfirmasi Struktur dengan 
Spektrofotometri Magnit inti 
 














Diidentifikasi intensitas, jumlah, dan posisi puncak pada daerah 
geseran kimia tertentu dari spektrum resonansi magnet inti yang 
terbentuk 
Sampel dilarutkan dalam kloroform deuterited (CDCI3), yang sudah 
mengandung tetrametilsilan (TMS) 
Sampel dilarutkan dalam pelarut yang sesuai yaitu dalam 
methanol : air (8:2)  





4.8.4 Uji Bakteri dengan Mengukur Kadar Hambat Minimum (Metode Dilusi 
Agar) 
4.8.4.1 Identifikasi Bakteri  
Pemurnian bakteri dilakukan terlebih dahulu dengan menanam 
bakteri Escherichia coli pada Mueller Hinton Agar (MHA) diinkubasi dalam 
inkubator selama 18 – 24 jam pada suhu 37˚C.  
4.8.4.1.1 Pewarnaan Gram   
 






Diberi larutan safranin, didiamkan selama 30 detik dan dibilas air 
Satu oose bakteri diletakan pada gelas objek  
Difiksasi dengan pemanasan secukupnya 
Diberi larutan kristal violet, didiamkan 1 menit dan dibilas dengan air 
Diberi larutan lugol, didiamkan 1 menit dan dibilas air 
Diberi larutan alkohol 96, didiamkan selama 5 – 10 detik dan dibilas air 













Gambar 4.10 Prosedur Kultur Isolat Bakteri pada media MacConkey Agar 
 
4.8.4.1.3 Kultur Isolat Bakteri pada Media Eosin Methylene Blue Agar 
 








Oose dan pinset dibakar, pembakaran diatas api langsung  
Dilakukan inokulasi bakteri E. coli pada media MacConkey Agar 
 
Diinkubasi pada inkubator 37oC selama 24 jam dan diamati 
hasilnya 
E. coli akan memberikan koloni khas, yaitu koloni berwarna 
merah muda 
Oose dan pinset dibakar, pembakaran diatas api langsung  
Dilakukan inokulasi bakteri E. coli pada media Eosin Methylene Blue 
Agar 
Diinkubasi pada inkubator 37oC selama 24 jam dan diamati hasilnya 





4.8.4.2 Uji Aktivitas Antibakteri  






















Gambar 4.12 Prosedur Preparasi Kultur Bakteri 
 
 
Alat disterilkan pada autoklaf suhu 121⁰C selama 20 menit, oose dan 
pinset dibakar, pembakaran diatas api langsung 
Diambil satu ose koloni bakteri dan ditumbuhkan pada media cair dan 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37⁰C dan dilakukan 
spektrofotometri dengan panjang gelombang 620 nm untuk mengetahui 
nilai absorbansi dari suspense bakteri awal  
Dibuat suspensi bakteri dengan konsentrasi 106 CFU/mL dengan cara:  
1. Nilai absorbansi suspense bakteri awal yang didapatkan, dibuat 
kedalam konsentrasi 108 CFU/mL dengan ketentuan 108 CFU/mL 
setara dengan OD = 0,1, dimana menggunakan bantuan rumus: 
  
N1 x V1 = N2 x V2  
Keterangan:  
V1 = Volume bakteri yang akan ditambah pengencer  
N1 = Nilai absorbansi suspense bakteri (hasil spektrofotometri)  
V2 = Volume suspense bakteri uji (10 mL)  
N2 = OD (0,1 = setara dengan 108 CFU/mL) (Daly, et al., 2017).  
2. Dilakukan pengenceran suspensi bakteri awal untuk mendapat 
konsentrasi 108 CFU/mL sebanyak 10 mL  
3. Dilakukan pengenceran sebanyak 100 kali dengan menggunakan 
NaCl dan MHB, sehingga konsentrasi 106 CFU/mL  
4. Diambil 1 mL suspensi bakteri 108 CFU/mL → Dimasukkan pada 
tabung reaksi yang berisi 9 mL NaCl → Divortexs ad homogen → 
Didapatkan suspensi bakteri 107 CFU/mL → Dilakukan prosedur yang 
sama hingga mendapat suspense bakteri 106 CFU/mL  
 
Inoculum final 10 µL yang diteteskan pada agar adalah sekitar 104 
CFU/spot →  Bakteri siap digunakan 




4.8.4.2.2 Preparasi Suspending Agent Tween 80 0.4%  
Gambar 4.13 Prosedur Preparasi Suspending Agent Tween 80 0.4% 
 
4.8.4.2.3 Preparasi Kontrol Bakteri (Larutan Tween-80 0,4%) 









Tween-80 0,4% diambil sebanyak 12 mL  
Dicampurkan 4 mL tween-80 0,4% dengan media agar (4:6) pada masing-
masing plate (volume total plate 10 mL) 
Dipindahkan ke dalam tabung reaksi sebagai kontrol bakteri pada 3 plate  
Tween 80 ditimbang sebanyak 4 gram menggunakan beaker glass 
Ditambahkan WFI sedikit demi sedikit 
Diaduk dengan batang pengaduk hingga larut sempurna 















Gambar 4.15 Preparasi Senyawa Pembanding  
 










Gambar 4.16 Preparasi Suspensi Kontrol BATU-3 
Diambil 0,5 mL gentamisin 40 mg/mL  
Diencerkan dalam labu ukur 100 mL dengan larutan tween-80 0,4% 
(didapatkan konsentrasi 200 ppm)  
Diambil 5 mL dan diencerkan dalam labu ukur 25 mL ad tanda batas 
dengan larutan tween-80 0,4% (didapatkan konsentrasi 40 ppm)  
Dilakukan pengenceran bertingkat 12,5 mL dari konsentrasi tinggi 
sebelumnya dan diencerkan dengan larutan tween-80 0,4% dalam 
labu ukur 25 mL ad tanda batas hingga diperoleh 5 seri konsentrasi 
larutan (dalam labu ukur 40; 20; 10; 5; 2,5 ppm)  
 
Dambil 12 mL (tiap konsentrasi) untuk kebutuhan senyawa 
pembanding pada 3 plate (masing-masing plate berisi 4 mL)  
Konsentrasi akhir pada plate sebesar 16; 8; 4; 2; 1 ppm  
Disiapkan media MHA cair sebagai media agar 
Dipipet 4 mL larutan BATU-3 (2500 ppm) ke dalam falcon dan 
ditambahkan 6 mL media MHA cair dan di vortex  
Dituangkan pada plate (1000 ppm) dan digoyangkan kemudian dibiarkan 
hingga memadat  




4.8.4.2.6 Preparasi Suspensi Uji BATU-3 
Gambar 4.17 Preparasi Suspensi Uji BATU-3  
  
Didispersikan kristal senyawa BATU-3 sedikit demi sedikit dalam 
mortir yang telah berisi tween-80 0,4%  
Diaduk menggunakan stamper ad homogen lalu ditambahkan tween 
80 0,4% dan dipindahkan ke dalam beaker glass  
Kristal senyawa 1-alil-3-(-3-klorobenzoil)tiourea ditimbang sebanyak 
62,5 mg  
Pada mortir dimasukkan tween-80 0,4% yang telah disiapkan 
Dilakukan pengenceran bertingkat, diambil 12,5 mL dari konsentrasi 
tinggi sebelumnya lalu kemudian dienceran kembali dengan larutan 
tween-80 0,4% dalam labu ukur 25 mL ad tanda batas sehingga 
diperoleh 8 seri konsentrasi larutan  
(2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,125; 39,0625; 19,53125 ppm)  
Ditambahkan tween 80 0,4% sedikit demi sedikit lalu dipindahkan ke 
dalam labu ukur 25 mL → ad dengan tween 80 0,4% sampai tanda 
batas (konsentrasi 2500 ppm)  
Diambil 12 mL (tiap konsentrasi) untuk kebutuhan larutan uji pada tiga 
plate (masing-masing plate berisi 4 mL)  
Konsentrasi akhir pada plate sebesar 1000; 500; 250; 125; 62,5; 



























Gambar 4.18 Uji Aktivitas Antibakteri (Metode Dilusi Agar) 
 
 
Disipakan media Mueller Hinton Agar cair  
Disiapkan suspensi bakteri Escherichia coli 106 CFU 
Pada tabung (dengan replikasi 3x) → dicampuran dengan 
perbandingan media : perlakuan = 6:4 (total 10 mL/plate) 
1. Sampel Uji   : 4 mL sampel uji + 6 mL Agar MHA → 
Konsentrasi dalam plate 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 
15,625; 7,8125 ppm  
2. Pembanding   : 4 mL larutan gentamisin + 6 mL Agar 
MHA → Konsentrasi dalam plate 16; 8; 4; 2; 1 ppm  
3. Kontrol Bakteri : 4 mL Tween 80 04% + 6 mL agar MHA 
4. Kontrol Sampel Uji  : 4 mL sampel uji + 6 mL Agar MHA → 
Konsentrasi dalam plate 1000 ppm (tanpa replikasi)  
Dituangkan dalam plate dan digoyangkan (diratakan pada plate) → 
dibiarkan hingga memadat → diinkubasi pada suhu 35°C ± 2°C (16 – 
20 jam  
Dipipet suspense bakteri 106 CFU/mL dipermukaan agar sebanyak 10 
µL (didapatkan konsentrasi pada plate 104 CFU/mL)  
Diteteskan diatas permukaan campuran agar plate  
Tiap plate diinkubasi pada suhu 35°C ± 2°C (16 – 20 jam)  




4.9 Analisis Data  
Proses pengambilan data dilakukan setelah melakukan sintesis dan uji 
aktivitas antibakteri. Produk sintesis yang dihasilkan dapat dihitung 
rendemennya menggunakan rumus:  
%𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 𝐾𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙 =  
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑘𝑟𝑖𝑠𝑡𝑎𝑙 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑡𝑒𝑟𝑏𝑒𝑛𝑡𝑢𝑘 
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑖𝑚𝑏𝑎𝑛𝑔 
𝑥 100% 
Sementara itu, pada uji aktivitas antibakteri dilakukan pengambilan 
data berupa nilai kadar hambat minimum (KHM) dan penentuan derajat 
pertumbuhan koloni bakteri yang diinterpretasikan secara scoring (semi-
kuantitatif). Nilai KHM merupakan konsentrasi terendah dari senyawa uji yang 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri yang diperoleh dari dilusi agar. 
Sebelum melakukan pengujian pada hipotesis, dilakukan analisis normalitas 
terlebih dahulu dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk dikarenakan sampel 
yang digunakan ≤ 50. Berdasarkan uji Shapiro-Wilk, distribusi data dikatakan 
normal apabila nilai p > 0.05. Selanjutnya dilakukan uji varians Levene’s Test 
untuk mengetahui suatu kelompok data memiliki varias yang sama atau tidak 
yang mana data dikatakan homogen bila menghasilkan nilai p > 0.05.  
Setelah itu, dilakukan analisis pada hipotesis 1 dan 2 menggunakan 
software Statistical Product and Service Solution, IBM SPSS Statistics 20, 
dengan nilai probabilitas 0.05 (p = 0.05) dan taraf kepercayaan sebesar 95% 
(α = 0.05). Pada uji hipotesis 1 dapat digunakan uji korelasi Pearson dengan 
syarat yang harus dipenuhi yaitu distribusi data normal (p > 0.05) dan varians 
data homogen (p > 0.05). Apabila syarat dari uji Pearson tidak terpenuhi, maka 
dilakukan uji stattistika non-parametrik Spearman. Selanjutnya untuk hipotesis 
2 dianalisis menggunakan uji komparatif (uji T tidak berpasangan) dengan 




Apabila syarat pada uji T tidak berpasangan tidak dapat terpenuhi, maka 





HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA 
 
 
5.1 Sintesis Senyawa BATU- 3 
Selama proses sintesis BATU-3, telah dilakukan refluks selama 4 jam. 
Cuplikan produk yang telah terbentuk dari proses refluks diambil tiap jam (t0, 
t1, t2, t3, t4) untuk diuji dengan KLT pada fase gerak N-heksana:Kloroform:Edtil 
asetat (8 : 3 : 1). Tujuan pengujian dengan KLT ini adalah untuk memastikan 
dan membandingkan produk yang telah terbentuk setelah dilakukan refluks 
selama 4 jam. Hasil KLT dari sebelum dilaksanakannya refluks (t0) hingga 
akhir (t4) menunjukkan bahwa terdapat noda baru yang muncul yakni pada 
noda ketiga yang sebelumnya tidak ada pada aliltiourea dan benzoilklorida. 
Hal ini menunjukkan bahwa telah terbentuk senyawa baru seperti yang dapat 
dilihat pada Gambar 5.1. 
 
Gambar 5.1 Uji KLT refluks BATU-3 selama 4 jam (t0 – t4) 
Keterangan:  
ATU : Aliltiourea  
BCl3 : Benzoilklorida  
T0 : Sebelum dilakukan refluks  














T2 : Setelah 2 jam dilakukan refluks  
T3  : Setelah 3 jam dilakukan refluks  
T4  : Setelah 4 jam dilakukan refluks  
 
5.1.1 Rendemen dan Organoleptis Kristal Senyawa BATU-3  
Pada sintesis senyawa BATU-3 dihasilkan produk senyawa dalam 
bentuk serbuk berwarna putih kekuningan sebanyak 1,5598 g seperti yang 
dapat dilihat pada Tabel 5.1. Setelah sintesis, serbuk produk 
direkristalisasi. Hasil rekristalisasi dari senyawa BATU-3 berupa kristal 
berbentuk jarum berwarna putih seperti pada Gambar 5.1. Perhitungan 







Gambar 5.2 Bentuk Kristal BATU-3 (setelah rekristalisasi) secara 
makroskopis 
Tabel 5.1 Serbuk Senyawa Produk BATU-3  
 
 Tabel 5.2 Persen Rendemen Kristal Senyawa Produk BATU-3 
Massa Serbuk 
yang Ditimbang 




















0,024 mol 0,02 mol 0,02 mol 
254,74 
  g/mol  




5.1.2 Hasil Uji Kemurnian BATU-3 
Pada senyawa hasil sintesis BATU-3 dilakukan uji kemurnian dengan 
menggunakan dua metode, yaitu metode KLT (Kromatografi Lapis Tipis) dan 
metode pengukuran rentang titik lebur.  
5.1.2.1 Hasil Uji Kemurnian KLT   
Kemurnian senyawa hasil sintesis BATU-3 diuji dengan metode KLT 
(Kromatografi Lapis Tipis) menggunakan lempeng KLT silika GF254 sebagai 
fase diam dan tiga komponen fase gerak dengan komposisi yang berbeda. 
Penggunaan tiga komponen fase gerak dengan jenis yang berbeda pada 
penelitian ini yaitu untuk meningkatkan pemisahan (resolusi) dari sampel 
yang diuji. Eluen yang baik adalah eluen yang dapat memisahkan komponen 
non-polar, semi-polar, dan polar. Oleh karena itu, penggunaan tiga macam 
eluen dengan jenis yang berbeda dapat memperluas rentang kepolarannya, 
sehingga didapatkan hasil yang lebih representatif dan lebih valid 
(Wulandari, 2011; Forestryana & Arnida, 2020). Fase gerak yang digunakan 
adalah (a) N-Heksana:Kloroform:Etil Asetat (8:3:1); (b) N-Heksana:Etil 
Asetat (5:1); dan (c) N-Heksana:Tetrahidrofuran (2:1). Hasil uji kemurnian 














Gambar 5.3 Hasil Uji Kemurnian dengan Metode KLT 
(a) Fase gerak N-Heksana:Kloroform:Etil Astetat (8:3:1). (b) Fase gerak N-
heksana:Etil Asetat (5:1); (c) N-Heksana:Tetrahidrofuran (2:1) 
 Tabel 5.3 Hasil Jumlah Noda dan Nilai Rf Uji KLT 
 
Pada hasil uji KLT senyawa produk sintesis BATU-3, didapatkan noda 
tunggal pada ketiga fase gerak dengan kepolaran yang berbeda. Munculnya 
noda tunggal ini menunjukkan bahwa produk hasil sintesis yang didapat 
telah sesuai dengan literatur. Pada penelitian Hasibuan (2007), suatu 
senyawa dikatakan murni apabila terdapat satu noda tunggal pada hasil uji 
KLT. Maka, hasil uji KLT untuk BATU-3 seperti pada Gambar 5.3 dapat 
dikatakan murni, dan untuk nilai Rf BATU-3 dapat dilihat pada Tabel 5.3.  
5.1.2.2 Hasil Uji Kemurnian Rentang Titik Lebur  
Uji kemurnian senyawa BATU-3 menggunakan pengukuran rentang 
titik lebur dilakukan dengan mengamati perubahan senyawa yang terjadi 
pada tiga titik berbeda. Titik (1) yakni pada saat terjadi perubahan warna 
pada senyawa, (2) senyawa mulai melebur atau saat pertama terbentuk 
Komposisi Fase Gerak  Perbandingan 
Fase Gerak  
Nilai RF  Jumlah 
Noda  
n-heksana:kloroform:etil asetat  8:3:1  0,77 1 
n-heksana:etil asetat  5:1  0,68 1 
n-heksana:tetrahidrofuran  2:1  0,8  1 




cairan, kemudian dilanjutkan dengan (3) saat senyawa melebur atau 
mencair seluruhnya.  Metode pengukuran rentang titik lebur pada senyawa 
BATU-3 dilakukan dengan menggunakan instrumen Electrothermal. 
Pengujian dilakukan dengan meningkatkan suhu sebesar 0,5°C/menit, 
setelah itu dilakukan perhitungan pada rentang titik lebur kristal mulai dari 
melelehnya kristal pertama (M2) kristal pertama hingga melebur sempurna 
(M3). Hasil dari uji kemurnian ini berupa data rentang titik lebur dari senyawa 
BATU-3 yang dapat dilihat pada Tabel 5.4.  
Tabel 5.4 Hasil Rentang Titik Lebur Senyawa BATU-3 
Replikasi M1  M2  M3  Rentang Titik 
Lebur (M3-M2) 
(°C)  
1 67,7 67,8 69,1 1,3 
2 66,7 67,7 68,9 1,2 
3 66,7 67,6 68,8 1,2 
Rata-Rata  1,23  
 
Keterangan:  
M1: Suhu ketika terjadi perubahan warna pada senyawa  
M2: Suhu ketika kristal pertama terbentuk cairan atau melebur  
M3: Suhu ketika kristal melebur sempurna  
 
Berdasarkan data uji kemurnian rentang titik lebur pada senyawa 
BATU-3, didapatkan: (1) rentang titik lebur replikasi pertama sebesar 1,3°C; 
(2) pada replikasi kedua sebesar 1,2°C; dan (3) rentang titik lebur pada 
replikasi ketiga sebesar 1,2°C, sehingga dari ketiganya didapatkan rata-rata 
rentang titik lebur BATU-3 sebesar 1,23°C. Menurut Hart et al. (2012), suatu 
padatan dikatakan murni bila memiliki rentang titik leleh yang sangat sempit 




BATU-3, dapat dinyatakan bahwa senyawa BATU-3 merupakan senyawa 
murni.   
5.1.3 Hasil Uji Konfirmasi Struktur Senyawa BATU-3  
5.1.3.1 Uji Konfirmasi Struktur dengan Spektrofotometri UV  
Hasil uji konfirmasi struktur dengan spektrofotometer UV untuk 
senyawa aliltiourea dan senyawa BATU-3 ditunjukkan pada Gambar 5.4. 
Namun sejauh ini, belum ada penelitian ataupun sumber yang menyatakan 
panjang gelombang dari senyawa alitiourea dan BATU-3 secara pasti.  
 
Gambar 5.4 Hasil Uji Konfirmasi Struktur Spektrofotometri UV 
(a) Spektrum senyawa Aliltiourea; (b) Deteksi panjang gelombang peak senyawa 









Berdasarkan spektrum hasil uji spektrofotometri pada Gambar 5.4 (a) 
diperoleh 1 peak pada senyawa aliltiourea dengan panjang gelombang 243 
nm yang ditunjukkan pada gambar (b). Sementara itu, pada Gambar 5.4 
untuk senyawa BATU-3 terdapat pada gambar (c) yaitu 2 peak yang muncul 
dengan panjang gelombang 240 nm dan 283 nm yang dilihat pada gambar 
(d). Hal ini pun didukung oleh Suhartati (2017) yang menyebutkan bahwa 
pada spektrofotometri UV diperlukan senyawa dengan gugus kromofor yang 
berperan untuk menyerap cahaya di daerah ultraviolet. Dengan demikian, 
munculnya peak baru pada gambar (c) menunjukkan bahwa terdapat 
penambahan gugus kromofor baru yang mengindikasikan bahwa terbentuk 
senyawa baru yang berbeda dengan aliltiourea. Oleh karena itu, dapat 
disimpulkan bahwa peak panjang gelombang senyawa aliltiourea ialah 240 
nm, sedangkan untuk peak pada panjang gelombang 283 nm adalah 
panjang gelombang dari senyawa BATU-3.  
5.1.3.2 Uji Konfirmasi Struktur dengan Spektrofotometri Inframerah (IR) 
 
Hasil uji konfirmasi struktur dengan spektrofotometri inframerah untuk 
senyawa BATU-3 dapat dilihat pada spektra yang ditunjukkan oleh Gambar 
















Gambar 5.5 Spektra IR Senyawa BATU-3 
 
Tabel 5.5 Interpretasi Hasil Spektra IR Senyawa BATU-3 






Intensitas Bentuk Tipe Vibrasi 
(1) 3219,73 3500-3100 Sedang (m) Lebar N-H (Stretch) 
(2) 3050,01 3150-3050 Kuat (s) Tajam 
C-H 
(Aromatis) 




1350-1000 Kuat (s) Tajam C-N 
(5) 1595,78 1680-1600 Sedang (m) Tajam C=C (Alkena) 
(6) 1537,92 1600-1475 Kuat (s)  Lebar  C=C 
(Aromatis) 
(7)  1323,84 1350-1140 Sedang (m)  Lebar  (C=S)  
(8) 712,45 785,540 Kuat (s)  Tajam  C-Cl 












5.1.3.3 Hasil Uji Konfirmasi Struktur Spektrometri NMR  
5.1.3.3.1 Hasil 1H-NMR 
Hasil uji konfirmasi struktur dengan spektrofotometri 1H-NMR 
untuk senyawa BATU-3 dapat dilihat pada hasil spektra yang 
ditunjukkan oleh Gambar 5.6 dan interpretasi hasil spektra 1H-NMR 
senyawa BATU-3 dapat dilihat pada Tabel 5.6.  













































10,685 0,91 Singlet e 
1 atom H dari 
-NH 
5,0-9,0 
9,049 1,00 Singlet d 
1 atom H dari 
-NH 
5,0-9,0 
7,832-7,823 1,04 Singlet i 
1 atom H dari 
benzena 
6,5-8,0 
7,698-7,673 1,09 Doublet f 
1 atom H dari 
benzena 
6,5-8,0 
7,594-7,565 1,04 Doublet h 
1 atom H dari 
benzena 
6,5-8,0 
7,463-7,423 1,10 Triplet g 
1 atom H dari 
benzena 
6,5-8,0 





6,000-5,904 1,05 Multiplet b 
1 atom H dari 
alil 
4,5-6,5 
5,345-5,241 2,15 Quartet c 
2 atom H dari 
alil 
4,5-6,5 
4,353-4,321 2,27 Multiplet a 
2 atom H dari 
alil 
4,5-6,5 
Berdasarkan spektra 1H-NMR yang telah dibandingkan dengan 
literatur (Pavia, et al., 2013), didapatkan hasil interpretasi spektra 1H-NMR 
senyawa BATU-3 yang menunjukkan bahwa senyawa BATU-3 memiliki 11 
atom H dengan 9 jenis atom H berada pada lingkungan yang berbeda.  
5.1.3.3.2 Hasil 13C-NMR  
Hasil uji konfirmasi struktur dengan spektrofotometri 13C-NMR dari 
senyawa BATU-3 tertera pada Gambar 5.7, sedangkan interpretasi hasil 





Gambar 5.7 Spektra 13C-NMR Senyawa BATU-3  
 
Tabel 5.7 Interpretasi Hasil Spektra 13C-NMR Senyawa BATU-3 
 









Kimia δ (ppm) 
(Pavia, et al., 
2015; 
Babij et al., 2016) 
179,814 d 1 atom C dari C=S 155-185 
165,617 e 1 atom C dari C=O 155-185 
135,612 f 




1 atom C dari benzena 
(–C–Cl) 
110-175 
133,609 i 1 atom C dari benzena 110-175 
131,769 h 1 atom C dari benzena 110-175 
130,501 k 1 atom C dari benzena 110-175 
128,002 g 1 atom C dari benzena 110-175 
125,410 b 1 atom C dari –C=C 110-175 
117,963 a 1 atom C dari –C=C 100-150 
76,821-77,451 - Residual Chloroform-D 77,06 ± 0,03 
48,227 c 1 atom C dari –C–N 30-65 
b 
  




Berdasarkan spektra 13C-NMR yang telah dibandingkan dengan 
literatur yang ada (Pavia, et al., 2009), maka didapatkan hasil interpretasi 
spektra 13C-NMR dari senyawa BATU-3. Pada hasil interpretasi 
ditunjukkan bahwa senyawa BATU-3 memiliki 11 atom C yang masing-
masing memiliki lingkungan yang berbeda.  
5.1.3.4 Hasil Uji Konfirmasi Struktur Spektroskopi Massa  
Hasil uji konfirmasi struktur spektroskopi massa untuk senyawa 
BATU-3 dapat dilihat pada hasil spektra yang ditunjukkan oleh Gambar 5.8 
dan untuk interpretasi hasil spektrum massa dapat dilihat pada Tabel 5.8.  
Gambar 5.8 Spektra Massa Senyawa BATU-3 
 
































































Berdasarkan spektrum massa pada Gambar 5.8 dan interpretasi 
hasil fragmen yang disajikan pada Tabel 5.8, diperoleh 3 fragmen massa, 
meliputi 255.0157 m/z yang merupakan fragmen massa dari senyawa 
BATU-3 ([C11H11ClN2OS]+); 227.1997 m/z adalah fragmen massa dari 
senyawa 1-(3-chlorobenzoyl)-3-methylenethiourea ([C9H7ClN2OS]+); dan 
199.1684 m/z merupakan fragmen massa senyawa 3-
chlorobenzoylisothiocyanate ([C8H4ClNOS]+). Untuk pola fragmentasi dari 
masing-masing fragmen massa dapat dilihat pada Tabel 5.9.  







Homolytic Cleavage (alpha cleavage)  
 
Homolytic Cleavage (alpha cleavage)  
Atas dasar uji konfirmasi struktur yang telah dilakukan pada 
senyawa BATU-3, maka dapat ditarik kesimpulan bahwa rumus kimia yang 
dimiliki oleh senyawa BATU-3 adalah C11H11ClN2OS dengan nama IUPAC 
1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea. Struktur kimia yang didapatkan pada 





Gambar 5.9 Struktur Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 






5.2 Uji Aktivitas Antibakteri Senyawa 1-Alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea  
5.2.1 Identifikasi Bakteri Escherichia coli  
Identifikasi bakteri E. coli dilakukan dengan tiga pengujian, diantaranya 
yaitu uji pewarnaan Gram, kultur isolat bakteri pada media MacConkey Agar, 
dan kultur isolat bakteri pada media Eosin Methylene Blue Agar. Pada 
pengujian identifikasi bakteri E. coli, dilakukan dengan menggunakan satu 
isolat urin pasien ISK, yakni isolat 1 (kode 1223).  
5.2.1.1 Uji Pewarnaan Gram  
Pewarnaan Gram digunakan untuk membedakan antara bakteri Gram 
positif dan negatif berdasarkan permeabilitas dinding sel dan membran 
selnya. Pewarnaan Gram menunjukkan adanya kerusakan signifikan pada 
permukaan sel bakeri Gram negatif dan hanya sedikit kerusakan pada 
bakteri Gram positif. Bakteri Gram positif memiliki peptidoglikan yang tebal 
dan sedikit lipid. Saat dekolorisasi, alkohol membuat pori-pori dinding sel 
mengecil, sehingga kristal violet tetap terikat erat pada dinding sel Gram 
positif. Akibatnya hasil akhir dari pewarnaan Gram untuk bakteri Gram positif 
yaitu sel berwarna ungu. Berbeda dengan Gram positif, bakteri Gram negatif 
tersusun dari peptidoglikan yang tipis namun memiliki banyak lipid. Pada 
saat dekolorisasi, alkohol melarutkan membran luar lipid dan membiarkan 
peptidoglikan terbuka. Hal ini menyebabkan kristal violet hilang dan 
memunculkan warna merah yang berasal dari safranin (Thairu, et al., 2014). 
Hasil uji pewarnaan Gram yang dilakukan pada isolat 1 (kode 1223) 




pada Gambar 5.10. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa isolat 1 (kode 
1223) merupakan bakteri Gram negatif yang telah sesuai dengan E. coli.  
 
Gambar 5.10 Gambaran Mikroskopik Pewarnaan Gram Isolat Bakteri 
Escherichia coli kode 1223 (Perbesaran 1000x) 
 
5.2.1.2 Kultur Pada Media MacConkey Agar (MAC)  
Identifikasi menggunakan media kultur yang selective dan 
differential diperlukan untuk membedakan E. coli dengan bakteri Gram 
negatif lain. Salah satu media kultur yang paling sering digunakan untuk 
mengisolasi E. coli dari urin pasien ISK adalah MacConkey agar (MAC). 
MAC mengandung kristal violet dan garam empedu yang dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif, namun memungkinkan 
pertumbuhan pada bakteri Gram negatif. Selain itu, MAC dapat 
mengubah koloni fermentor laktosa menjadi berwarna merah muda dan 
membuat koloni nonfermentor tidak berwarna serta tembus cahaya. Hal 
ini di sebabkan adanya gula laktosa dan indikator pH pada MAC (Black, 
2008). E. coli merupakan bakteri yang memiliki kemampuan untuk 
memfermentasi laktosa, sehingga hasil kultur bakteri pada MAC 




(kode 1223) pada MAC menunjukkan bahwa koloni bakteri berubah 
warna menjadi merah muda seperti pada Gambar 5.11, sehingga dapat 
disimpulkan bahwa isolat bakteri uji merupakan bakteri Gram negatif 
yang mampu memfermentasi laktosa sesuai dengan karakterisasi E. 
coli.  
 
Gambar 5.11 Kultur Isolat 1223 Pada Media MacConkey Agar (MAC) 
 
5.2.1.3 Kultur Pada Media Eosin Methylene Blue (EMB)  
Eosin Methylene Blue Agar (EMB) merupakan media selektif dan 
diferensial untuk bakteri Gram negatif. Media ini dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Gram positif karena mengandung Eosin dan 
Methylene Blue. Selain itu, kandungan karbohidrat laktosa yang ada 
pada media ini mampu mendiferensiasi bakteri Gram negatif 
berdasarkan kemampuannya dalam memfermetasi laktosa. E. coli 
merupakan bakteri yang mampu menghasilkan asam dari 
kemampuannya memfermentasi laktosa. Peningkatan kadar asam 
mengakibatkan terjadi penyerapan eosin dan methylene blue oleh 




metalik (green metallic sheen) (Black, 2008). Hasil kultur isolat 1 (kode 
1223) pada media EMBA menunjukkan adanya pertumbuhan koloni 
bakteri dengan pusat gelap dan berwarna hijau metalik atau metallic 
sheen yang dapat dilihat pada Gambar 5.12. Maka dapat disimpulkan 
bahwa isolat bakteri uji merupakan bakteri Gram negatif yang mampu 
memfermentasi laktosa.  
 
Gambar 5.12 Kultur Isolat 1223 Pada Media Eosin Methylene Blue Agar 
(EMB) 
 
Berdasarkan ketiga uji identifikasi yang telah dilakukan pada 
isolate 1 (kode 1223), dapat disimpulkan bahwa isolat 1 (kode 1223) 
dapat diidentifikasi sebagai E. coli karena termasuk dalam bakteri Gram 
negatif yang mampu memfermentasi laktosa.  
5.2.2 Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Dilusi Agar  
Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode dilusi agar untuk 
mengetahui aktivitas antibakteri dari senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea (BATU-3) terhadap isolat 1 (kode 1223) yang 
merupakan isolat bakteri Escherichia coli (E. coli) yang diambil dari urin 




agar adalah nilai Kadar Hambat Minimum (KHM). KHM adalah konsentrasi 
terendah dari senyawa uji yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. 
(Chikezie, 2017).   
Hasil uji aktivitas antibakteri terhadap kontrol bakteri (Tween-80), 
kontrol Agar, dan kontrol BATU-3 dapat dilihat pada Gambar 5.13; untuk 
hasil uji pada senyawa gentamisin dengan 5 konsentrasi berbeda dapat 
dilihat pada Gambar 5.14; dan untuk hasil uji senyawa BATU-3 dengan 8 














Kontrol Agar  
 
 











PEMBANDING GENTAMISIN  
 
Konsentrasi 1 ppm 
 
 
Konsentrasi 2 ppm 
 
 
Konsentrasi 4 ppm 
 
 
Konsentrasi 8 ppm 
 
 
Konsentrasi 16 ppm  
 
 







Konsentrasi 7,8125 ppm 
R1  R2 R3 
   
Konsentrasi 15,625 ppm 
R1 R2 R3 
   
Konsentrasi 31,25 ppm 
R1 R2 R3 





Konsentrasi 62,5 ppm 
R1  R2 R3 
   
Konsentrasi 125 ppm 
R1 R2 R3 
   
Konsentrasi 250 ppm  
R1 R2 R3 







 Konsentrasi 500 ppm 
 
R1  R2 R3 
   
Konsentrasi 1000 ppm 
R1 R2 R3 
   
Gambar 5.15 Hasil Uji Pada Senyawa 1-Alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
Keterangan:  
R1 : Replikasi 1  
R2 : Replikasi 2 
R3  : Replikasi 3 
 
Pada pengujian dengan metode dilusi agar, diketahui bahwa 
gentamisin mampu menghambat pertumbuhan bakteri. Hal ini dibuktikan 
dengan didapatkannya nilai KHM gentamisin sebesar 2 ppm pada Gambar 




penghambatan pertumbuhan bakteri oleh senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea, sehingga nilai KHM senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea tidak dapat ditentukan. Selain itu, untuk hasil skoring 
dari pertumbuhan bakteri dapat dilihat pada Tabel 5.10.  
Tabel 5.10 Skor Pertumbuhan Escherichia coli Setelah Perlakuan  
Kelompok  
Konsentrasi  
Pengulangan   
Rata-Rata  
Uji  1 2 3 
 7,8125 ppm 3 3 2 3 
 15,625 ppm  2 3 2 2 
Senyawa Uji 31,25 ppm  3 2 3 3 
1-Alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea 
62,5 ppm  3 3 2 3 
 125 ppm  2 2 2 2 
 250 ppm  3 2 3 3 
 500 ppm  3 3 2 3 






1 ppm  1 0 1 1 
2 ppm  0 0 0 0 
4 ppm  0 0 0 0 
8 ppm  0 0 0 0 
16 ppm  0 0 0 0 
Kontrol Bakteri 
(Tween 80)  




Skor 0  : Tidak ada pertumbuhan pada media agar  
Skor 1  : Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan rendah   
Skor 2 : Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan sedang  
Skor 3 : Pertumbuhan koloni berwarna putih dengan kerapatan tinggi  
Hasil pengukuran scoring pada senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi senyawa 
uji tidak mempengaruhi derajat pertumbuhan koloni. Hal ini dibuktikan 




peningkatan konsentrasi gentamisin menunjukkan adanya peningkatan 
kemampuan penghambatan pertumbuhan koloni (skor linier).  
 
5.3 Analisis Data  
Berdasarkan hasil uji aktivitas antibakteri yang telah dilakukan pada 
senyawa uji 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea, dapat diketahui bahwa nilai 
Kadar Hambat Minimum (KHM) senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
tidak dapat ditentukan. Hal ini dikarenakan senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea yang telah direplikasi sebanyak 3 kali pada masing-
masing 8 serial konsentrasi yakni 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 
dan 1000 ppm, tidak menunjukkan adanya penghambatan bakteri, sehingga 
senyawa uji dipastikan tidak memiliki aktivitas antibakteri. Selain itu, 
peningkatan konsentrasi yang diberikan tidak mempengaruhi aktivitas 
antibakteri senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang dibuktikan dengan 
hasil yang didapatkan pada scoring menunjukkan nilai yang bervariasi. 
Sementara itu, pada pembanding gentamisin, didapatkan nilai KHM pada 
konsentrasi 2 ppm. Didapatkannya nilai KHM gentamisin pada dilusi agar 
menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan pada koloni bakteri E. 
coli. Hal ini didukung pula dengan adanya penghambatan pertumbuhan 
koloni bakteri yang dilihat dari nilai scoring yang cenderung teratur. Maka 
dapat disimpulkan bahwa antibiotik gentamisin memiliki aktivitas antibakteri 
terhadap E. coli. Berdasarkan hasil yang didapatkan pada senyawa uji 1-alil-
3-(3-klorobenzoil)tiourea dan senyawa pembanding gentamisin, sayangnya 
analisis statistik tidak dapat dilakukan karena tidak terdapat hubungan 




dengan efek biologisnya sebagai antibakteri terhadap Escherichia coli 
(hipotesis 1 ditolak). Kemudian tidak ditemukannya nilai KHM pada senyawa 
1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea menyebabkan KHM tidak bisa dibandingkan 








6.1 Pembahasan Hasil Penelitian  
Pada penelitian ini dilakukan sintesis senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea menggunakan metode Schotten-Baumann yang telah 
dimodifikasi. Reaksi yang terbentuk adalah reaksi substitusi nukleofilik 
senyawa aliltiourea terhadap senyawa 3-klorobenzoil klorida dengan 
trietilamin (TEA) yang berperan sebagai basa katalis dan tetrahidrofuran 
sebagai pelarut. Metode sintesis yang digunakan mengacu pada penelitian 
yang telah dilakukan sebelumnya, sehingga diharapkan produk sintesis yang 
didapatkan sesuai dengan hasil yang diharapkan. Hasil yang didapatkan 
setelah proses sintesis berupa produk berbentuk serbuk berwarna putih 
kekuningan sebanyak 1,5598 gram. 
Setelah dilakukan sintesis, produk serbuk senyawa yang dihasilkan 
dapat direkristalisasi menggunakan DMSO dan aquades. Rekristalisasi 
merupakan teknik pemurnian dengan mengkristalkan kembali suatu zat padat 
setelah dilarutkan dalam pelarut yang sesuai. Tujuan dari rekristalisasi ini 
adalah untuk memisahkan dan memurnikan zat padat dari campuran atau 
pengotornya, sehingga kualitas kristal yang didapat sesuai dengan parameter 
distribusi ukuran kristal, kemurnian kristal, dan bentuk kristal (Umam, 2019). 
Produk yang dihasilkan pada proses rekristalisasi berupa kristal berbentuk 
jarum dan berwarna putih dengan nilai rendemen yang didapatkan sebesar 




nilai rendemen 1-alil-3-(3-klorobenzoil)riourea pada penelitian sebelumnya, 
yaitu sebesar 16,4% (Shalas, et al, 2018). Persen rendemen menandakan 
efisiensi dari suatu reaksi yang telah berlangsung. Semakin tinggi nilai 
rendemen, maka semakin banyak serbuk yang terbentuk. Namun, nilai 
rendemen yang didapatkan pada sintesis ini terbilang kecil, sehingga serbuk 
yang dihasilkan sedikit. Sedikitnya serbuk yang dihasilkan dapat disebabkan 
oleh banyaknya produk yang hilang saat proses pencucian senyawa dan 
dekantasi produk, selain itu adanya atom kloro pada substitusi meta 
mengakibatkan timbulnya efek induksi negatif yang dapat mempersulit 
jalannya reaksi  (McMurry, 2012).  
Untuk memastikan kemurnian dari produk senyawa uji, dilakukan uji 
kemurnian menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dan rentang 
titik lebur (melting point). Pada uji KLT digunakan tiga kombinasi fase gerak 
dengan tingkat kepolaran yang berbeda. Hasil uji KLT pada produk senyawa 
uji menunjukkan hanya terdapat satu noda yang muncul pada ketiga plat. 
Selain itu, senyawa uji memiliki nilai faktor retensi (Rf) yang telah sesuai 
dengan persyaratan nilai Rf yang baik, yaitu sebesar 0,77; 0,68; dan 0,8. Rf 
merupakan parameter yang digunakan untuk menyatakan posisi noda pada 
fase diam setelah dielusi. Rf dikatakan baik bila berkisar 0,2 – 0,8, sehingga 
senyawa uji telah memenuhi persyaratan Rf yang baik (Wulandari, 2011). 
Selanjutnya, untuk uji rentang titik lebur pada senyawa uji didapatkan nilai 
rata-rata sebesar 1,23°C. Menurut Hart et al. (2012), diketahui bahwa 
senyawa murni memiliki rentang titik lebur yang sempit yaitu antara 1 - 2°C. 
Oleh karena itu, berdasarkan uji rentang titik lebur yang telah dilakukan dapat 




Produk senyawa uji yang telah diuji kemurniannya dapat dilanjutkan 
dengan uji konfirmasi struktur menggunakan empat instrumen yang berbeda, 
yaitu dengan spektrofotometri UV, spektrofotometri IR, spektrometri 1H-NMR 
dan 13C-NMR, serta spektroskopi massa. Spektrofotometri UV adalah 
instrumen yang mengandalkan interaksi antara senyawa organik dengan 
cahaya monokromatik. Untuk menentukan panjang gelombang dan 
absorbansinya, diperlukan senyawa yang mengandung kromofor sebagai 
gugus fungsi organik tak jenuh yang dapat menyerap cahaya di daerah 
ultraviolet atau sinar tampak. Dalam penelitian ini dilakukan pengukuran 
panjang gelombang pada senyawa uji 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dan N-
aliltiourea sebagai pembanding. Pada pengukuran senyawa uji terbentuk dua 
puncak dengan panjang gelombang 283 nm dan 240 nm. Sementara itu, pada 
N-aliltiourea terbentuk satu puncak dengan panjang gelombang 243 nm.  
Menurut Skoog et al. (2014), gugus tiokarbonil (C=S) dan karbonil (C=O) 
merupakan kromofor dengan panjang gelombang maksimum 229 nm dan 293 
nm. Oleh karena itu, dapat ditentukan bahwa senyawa uji 1-alil-3-(3-
klorobenzoi)tioura memiliki panjang gelombang 283 nm, sedangkan panjang 
gelombang 240 nm merupakan milik N-aliltiourea yang terdapat dalam produk, 
sehingga senyawa yang diinginkan dapat dikatakan sudah terbentuk.  
Uji konfirmasi struktur yang dilakukan selanjutnya adalah uji 
spektrofotometri IR. Spektrofotometri IR berguna untuk mengidentifikasi 
gugus fungsi dalam suatu senyawa organik murni menggunakan pancaran 
radiasi inframerah. Energi inframerah dapat memicu terjadinya transisi 
getaran dan rotasi pada suatu molekul yang bergantung pada jumlah atom 




dibandingkan dengan literatur yang tersedia (Pavia, et al., 2009) dan (Pavia, 
et al., 2013) dengan melihat intensitas dan bilangan gelombang dari pita 
serapan pada spektrum yang terbentuk. Pada penelitian ini, didapatkan 
beberapa gugus fungsi penyusun senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea 
diantaranya, gugus fungsi N-H (stretch) pada bilangan gelombang 3219,73 
cm-1, gugus fungsi C-H (aromatis) pada bilangan gelombang 3050,01 cm-1,  
gugus fungsi C=O ulur amida pada bilangan gelombang 1669,07 cm-1, gugus 
fungsi C=C (alkena) pada bilangan gelombang 1595,78 cm-1, gugus fungsi 
C=C (aromatis) pada bilangan gelombang 1537,92 cm-1, gugus fungsi C=S 
pada bilangan gelombang 1323,84 cm-1, gugus fungsi C-N pada bilangan 
gelombbang 1260,19 – 1184,94 cm-1, gugus fungsi C-Cl pada bilangan 
gelombang 712,45 cm-1, dan substitusi meta pada bilangan gelombang 670,03 
cm-1. Adanya gugus fungsi C=S yang juga dimiliki pereaksi N-aliltiourea dan 
gugus fungsi C-Cl pada pereaksi 3-klorobenzoil klorida menunjukkan bahwa 
senyawa yang terbentuk memang berasal dari campuran kedua pereaksi. 
Namun, munculnya gugus fungsi C=O yang sebelumnya tidak ada dalam 
kedua pereaksi menunjukkan bahwa telah terbentuk senyawa baru yang 
berbeda dari kedua senyawa pereaksi, sehingga dapat disimpulkan bahwa 
senyawa uji yang dihasilkan pada proses sintesis telah sesuai dengan 
senyawa yang dilihat menggunakan spektroskopi inframerah.  
Setelah itu dilakukan uji konfirmasi struktur dengan spektrometri NMR. 
Identifikasi senyawa dilakukan dengan mendeteksi energi radiasi 
radiofrekuensi yang diserap terhadap perubahan nuclear spin state. Dalam 
menginterpretasikan spektra perlu diperhatikan luas puncak, pemecahan 




pada Gambar 5.6 yang diinterpretasikan pada Tabel 5.6. Berdasarkan hasil 
analisa yang telah didapatkan, diketahui bahwa jumlah proton yang dimiliki 
senyawa produk adalah 11 proton dengan 9 jenis atom H yang berada pada 
lingkungan berbeda. Namun, pada spektrum terdapat kelebihan satu puncak 
pada pergeseran kimia 7,250. Satu puncak berlebih ini dapat diidentifikasi 
sebagai pelarut CDCl3 yang akan muncul pada 7,26 (s). Sementara itu, untuk 
hasil uji 13C-NMR didapatkan spektra pada Gambar 5.7 dan diinterpretasikan 
pada Tabel 5.7 yang menunjukkah bahwa senyawa uji memiliki 11 proton 
dengan 11 jenis atom C pada lingkungan yang berbeda. Puncak yang muncul 
pada spektrum sebanyak 12 puncak, dimana satu puncak berlebih pada 
geseran kima 76,821 – 77,451 ppm merupakan puncak milik pelarut CDCl3 
yang pada literatur akan muncul pada geseran kimia 77,24 ppm (Jenie et al, 
2014). 
Uji konfirmasi struktur yang terakhir yaitu menggunakan spektroskopi 
massa. Spektroskopi massa merupakan metode untuk mengukur massa dan 
berat suatu molekul. Informasi struktural suatu molekul didapatkan dengan 
melakukan pengukuran massa fragmen yang dihasilkan ketika molekul pecah 
(McMurry, 2012). Hasil uji spektroskopi massa yang dilakukan pada penelitian 
ini yaitu terdeteksi 3 fragmen massa. Masing-masing fragmen massa 
dilakukan uji pustaka pada database senyawa kimia untuk mengidentifikasi 
senyawa yang ditunjukkan pada spektra.  Fragmen massa paling besar yaitu  
255.0157 m/z diduga merupakan fragmen senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea dengan rumus molekul ([C11H11ClN2OS]+). Selain itu, 
dideteksi pula fragmen massa 227.1997 m/z dengan rumus molekul 




fragmen dari 3-chlorobenzoyllisthiocyanate dengan rumus molekul 
([C8H4ClNOS]+). Keduanya memiliki pola fragmentasi homolytic cleavage 
(alpha cleavage). Homolytic cleavage adalah fragmentasi sederhana dari ion 
molekuler yang menghasilkan ion elektron genap dan radikal. Proses 
pemutusan rantai homolitik terjadi ketika radikal dan elektron ganjil (satu 
elektron tidak berpasangan) dari ikatan yang berdekatan dengan radikal 
bermigrasi untuk membentuk ikatan antara karbon alfa dan heteroatom atau 
gugus fungsi tak jenuh, sehingga menyebabkan ikatan sigma putus. Proses 
ini juga disebut sebagai alpha cleavage (Gross, 2017).  
Berdasarkan keempat hasil uji konfirmasi struktur yang telah 
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa senyawa uji memiliki rumus kimia 
C11H11ClN2O dengan nama IUPAC 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea. Struktur 
kimia pada senyawa uji dapat dilihat pada Gambar 5.9.  
Senyawa turunan tiourea diketahui memiliki berbagai aktivitas biologis, 
salah satunya sebagai antibakteri. Penelitian yang dilakukan oleh Limban et 
al (2011) terhadap senyawa turunan tiourea yakni 2-((4-
ethylphenoxy)methyl)benzoylthiourea, telah membuktikan bahwa turunan 
tiourea mampu berperan sebagai agen antibakteri baru. Turunan tiourea yang 
mengandung gugus karbonil (C=O) dan tiokarbonil (C=S) diketahui berperan 
sebagai ligan donor yang efisien untuk ion logam transisi. Atom donor oksigen, 
nitrogen, dan belerang dari turunan tiourea memberikan banyak kemungkinan 
terjadinya ikatan. Aktivitas antibakterinya dapat dijelaskan dengan 
menghambat DNA gyrase dan Topoisomerase IV pada sel bakteri (Hashem, 
et al., 2020). Selain itu, studi yang dilakukan oleh Atiş, et al, 2012 terhadap 




turut membuktikan aktivitasnya sebagai antibakteri pada bakteri Gram positif 
dan negatif.  
Tahap berikutnya dilakukan uji aktivitas antibakteri senyawa uji 1-alil-
3-(3-klorobenzoil)tiourea terhadap bakteri E. coli. Namun, sebelum melakukan 
uji aktivitas antibakteri, perlu dilakukan uji identifikasi bakteri E. coli untuk 
memastikan bahwa bakteri yang digunakan telah sesuai dengan yang 
diharapkan. Uji identifikasi yang dilakukan antara lain pewarnaan Gram 
bakteri serta penanaman pada media diferensial dan selektif seperti 
MacConkey Agar (MAC) dan Eosin Methylene Blue Agar (EMB).  
Uji pewarnaan bakteri dikerjakan dengan cara memberikan reagen 
pewarnaan kepada apusan bakteri secara berurutan yang dimulai dari kristal 
violet, larutan yodium, alkohol sebagai agen penghilang warna, dan safranin. 
Interpretasi hasil pewarnaan Gram terbagi menjadi dua kelompok yaitu bakteri 
Gram positif yang mempertahankan kristal violet sehingga berwarna ungu, 
dan bakteri Gram negatif yang kehilangan kristal violet sehingga 
memunculkan warna merah dari pewarnaan safranin. Terjadinya perbedaan 
warna pada bakteri Gram positif dan negatif dikaitkan dengan adanya 
perbedaan pada struktur dan komposisi dinding sel dari kedua kelompok 
bakteri. Dinding sel bakteri Gram negatif umumnya lebih tipis daripada dinding 
sel bakteri Gram positif. Selain itu, dinding sel bakteri Gram negatif memiliki 
kandungan lipid yang lebih banyak daripada bakteri Gram positif. Pemberian 
alkohol pada bakteri Gram negatif dapat mengekstraksi lipid sehingga 
meningkatkan porositas atau permeabilitas dinding sel. Dengan demikian, 
kompleks kristal violet-iodine dapat diekstrasi dan menyebabkan pewarnaan 




pewarnaan safranin (Goldman & Green, 2015). Sedangkan pada bakteri Gram 
positif, komposisi lipid yang lebih rendah menyebabkan terjadi dehidrasi 
selama pemberian alkohol, sehingga ukuran pori mengecil, sehingga 
permeabilitasnya berkurang dan kompleks kristal violet-iodine tidak dapat 
diekstrasi. Oleh karena itu, bakteri Gram positif tetap mempertahankan warna 
ungu dari kristal violet (Trivedi, et al., 2010).  Hasil uji pewarnaan bakteri yang 
telah diamati dengan mikroskop perbesaraan 1000 kali, didapatkan bakteri 
berbentuk batang (basil) dan berwarna merah yang menunjukkan bahwa 
bakteri uji merupakan kelompok bakteri Gram negatif. Hal ini telah sesuai 
dengan karakteristik E. coli yang merupakan bakteri Gram negatif berbentuk 
basil (Goldman & Green, 2015).  
Uji identifikasi yang dilakukan berikutnya yaitu penanaman bakteri uji 
pada media diferensial dan sensitive yaitu MAC. Pemilihan MAC sebagai 
medium berdasarkan pada literatur yang menyebutkan bahwa MAC 
mengandung kristal violet dan garam empedu yang mampu menghambat 
sebagian besar organisme Gram positif. Tak hanya itu, MAC dapat 
mengandung gula laktosa dan indicator pH yang dapat mengubah koloni 
fermentor laktosa menjadi merah dan nonfermentor laktosa berwarna putih 
atau merah muda pucat. E. coli menghasilkan lebih banyak asam daripada 
spesies coliform lainnya, sehingga media yang mengelilingi pertumbuhan 
bakteri juga menjadi merah muda karena asam yang mengendapkan garam 
empedu, diikuti dengan penyerapan warna merah netral. Selain itu, famili 
Enterobacteriaceae diketahui akan tumbuh pada MAC dalam 24-48 jam, 
sedangkan bakteri fermentor yang pemilih dan Gram negatif nonfermentatif 




tersebut, maka kemampuan suatu organisme untuk tumbuh dan 
memfermentasi laktosa juga menjadi pertimbangan dipilihnya media ini untuk 
mengidentifikasi suatu bakteri. E. coli merupakan organisme Gram negatif dari 
famili Enterobacteriaceae yang dapat memfermentasi laktosa, maka dipilih 
MAC untuk mengidentifikasi senyawa uji (Goldman & Green, 2015; 
Cappuccino & Welsh, 2017). Hasil uji identifikasi pada media MAC 
menunjukkan bahwa bakteri uji dapat merubah warna media menjadi merah 
dan hanya memerlukan waktu 24-48 jam untuk tumbuh. Maka dapat 
disimpulkan bakteri uji merupakan bakteri Gram negatif famili 
Enterobacteriaceae yang mampu memfermentasi laktosa sesuai dengan 
karakteristik dari E. coli.  
Tahap uji identifikasi yang terakhir dilakukan adalah penanaman 
bakteri uji pada madia EMB. Media EMB termasuk dalam media diferensial 
dan juga selektif. Media ini mengandung laktosa, pewarna eosin dan metilen 
biru yang memungkinkan terjadinya diferensiasi antara fermentor laksota 
enterik dan nonfermentor. Pewarna eosin dan metilen biru dalam media ini 
juga dapat menghambat sebagian pertumbuhan organisme Gram positif, 
sehingga  pertumbuhan Gram negatif menjadi lebih berlimpah. Media ini pun 
dapat mengidentifikasi E. coli pada usus besar. Koloni E. coli akan berwarna 
biru kehitaman dengan kilau hijau metalik yang disebabkan oleh banyaknya 
asam yang dihasilkan, dimana asam ini dapat mengendapkan pewarna eosin 
dan metilen biru ke permukaan pertumbuhan bakteri (Cappuccino & Welsh, 
2017). Hasil bakteri uji yang diikultur pada media EMB yaitu terdapat koloni 
bakteri yang tumbuh berwarna biru kehitaman dengan hijau metalik (green 




bahwa bakteri merupakan bakteri Gram negatif yang termasuk dalam 
karakteristik E. coli. Selain pertumbuhan, warna yang dihasilkan pada bakteri 
uji pun menunjukkan bahwa bakteri uji memiliki kemampuan untuk 
memfermentasi laktosa. Maka bakteri uji dapat diidentifikasikan sebagai 
bakteri E. coli.  
Berdasarkan ketiga uji identifikasi yang telah dilakukan, dapat ditarik 
kesimpulan bahwa bakteri uji yang digunakan merupakan isolat bakteri E. coli. 
Hal ini dikarenakan semua uji identifikasi yang dilakukan memberikan hasil 
yang sesuai dengan karakteristik E. coli pada literatur. Karakteristik E. coli 
antara lain merupakan bakteri Gram negatif yang termasuk dalam famili 
Enterobacteriaceae dengan kemampuan memfermentasi laktosa.  
Setelah dilakukan uji identifikasi bakteri, selanjutnya dilakukan uji 
aktivitas antibakteri senyawa uji 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea terhadap isolat 
urin Escherichia coli 1223. Pertimbangan dalam penggunaan isloat urin 
daripada ATCC yaitu karena isolat diambil dari urin pasien ISK yang telah 
menggunakan berbagai macam antibakteri, sehingga memungkinkan bakteri 
dari isolat urin pasien ISK lebih resisten terhadap antibakteri daripada ATCC 
(Mohammadinia et al., 2012). Sementara itu, metode yang digunakan dalam 
uji aktivitas antibakteri ini  adalah metode dilusi agar. Metode dilusi (baik agar 
maupun cair) memungkinkan penilaian kuantitatif kerentanan antimikroba 
dengan menentukan konsentrasi agen terendah yang mampu pertumbuhan 
organisme uji, yang digambarkan sebagai konsentrasi hambat minimum 
(KHM). Namun, pemilihan metode dilusi agar pada penelitian ini yakni atas 
dasar pertimbangan bentuk senyawa uji yang merupakan suspensi. Pada 




secara seragam ke dalam agar. Sedangkan pada dilusi cair seringkali terjadi 
kesulitan dalam menentukkan KHM karena masalah dispersi senyawa yang 
tidak larut dalam media pertumbuhan cair, sehingga mengganggu kekeruhan 
pertumbuhan bakteri. Keuntungan lain dari metode dilusi agar dapat dilihat 
dari kemampuan bakteri untuk membentuk pertumbuhan yang dapat dideteksi 
dengan mata telanjang (Golus et al., 2016). Media pertumbuhan bakteri yang 
digunakan yaitu Mueller-Hinton Agar (MHA). MHA merupakan media non-
diferensial dan non-selektif yang memiliki reproduktifitas media yang baik. 
MHA diproduksi dengan kandungan timin dan timidin yang rendah serta kadar 
kalsium dan magnesium yang terkontrol (Zimbro et al., 2009). Selain itu, MHA 
juga mengandung starch yang berfungsi untuk menyerap racun yang 
dikeluarkan oleh bakteri, sehingga tidak mengganggu antibiotik dan dapat 
menghasilkan pertumbuhan patogen yang cepat dan baik (NELS, 2018).  
Dilusi agar dilakukan dengan mencampurkan senyawa uji dengan 
MHA kemudian ditetesi biakan bakteri dengani konsentrasi 104 CFU/mL. 
Senyawa pembanding yang digunakan dalam penelitian ini adalah antibiotik 
gentamisin, sedangkan untuk kontrol bakteri digunakan tween 80 0,4%. 
Pemilihan tween 80 0,4% didapatkan dari hasil optimasi pelarut senyawa 1-
alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea yang dianggap paling ideal dalam penelitian ini. 
Berdasarkan hasil uji pada senyawa pembanding terdapat pertumbuhan 
bakteri pada konsentrasi 1 ppm dan terjadi penghambatan pada konsentrasi 
2 ppm, 4 ppm, 8 ppm, dan 16 ppm. Maka didapatkan KHM dari senyawa 
gentamisin adalah 2 ppm. Pada CLSI (2017), dikatakan bahwa famili 
Enterobacteriaceae dikatakan sensitf gentamisin dengan nilai KHM ≤ 4 ppm, 




E. coli 1223 sensitif terhadap antibiotik gentamisin sesuai dengan literatur 
yang ada (CLSI, 2017). Pada kontrol bakteri masih terlihat adanya 
pertumbuhan bakteri, sehingga dapat disimpulkan bahwa tween 80 0,4% tidak 
dapat menghambat atau mempengaruhi pertumbuhan bakteri ataupun 
menyebabkan false positive. Sementara itu, hasil dilusi agar pada senyawa 1-
alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea menunjukkan bahwa bakteri tetap tumbuh pada 
tiap konsentrasi yang digunakan (7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 
dan 1000 ppm), sehingga dapat disimpulkan senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea tidak dapat menghambat pertumbuhan isolat urin E. coli 
1223. 
Berdasarkan hasil yang didapat, hilangnya aktivitas senyawa sebagai 
antibakteri dapat ditinjau dari modifikasi struktur yang membuat senyawa 
mungkin kurang lipofilik. Senyawa dengan efek lipofilik yang rendah dapat 
menurunkan aktivitasnya sebagai antibakteri. Umumnya, suatu senyawa 
memiliki aktivitas biologis optimal yang bervariasi dari satu organisme ke 
organisme lain bergantung pada perbedaan struktur dinding sel mereka. Oleh 
karena itu, panjang rantai alkil dari suatu senyawa memberikan efek yang 
berbeda pada tiap-tiap organisme. Pada penelitian yang dilakukan oleh El 
Hage, et al (2014), senyawa dengan panjang rantai C14 dan C16 menunjukkan 
penghambatan yang signifikan terhadap bakteri Gram negatif dan Gram 
positif. Hal ini didukung oleh Salajkova, et al (2020) yang menyatakan bahwa 
bioaktivitas optimal ditunjukkan oleh rantai C12 – C14 untuk Gram positif, dan 
rantai C14 – C16 untuk bakteri Gram negatif.  Sementara itu, senyawa dengan 
panjang rantai yang lebih pendek dinilai lebih aktif melawan ragi dan jamur, 




paling rentan terhadap senyawa yang paling lipofilik. Hal ini dapat disebabkan 
oleh sifat lipofilik yang dimiliki oleh dinding sel Gram negatif, sehingga molekul 
yang hidrofilik lebih sulit untuk melintasinya (El Hage, et al., 2014). Dengan 
demikian, dapat dilakukan perpanjangan rantai alkil pada senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea untuk meningkatkan sifat lipofiliknya, karena panjang 
rantai alkil pada senyawa ini masih tergolong pendek (C11) sehingga 
lipofilisitas senyawa masih rendah.  
Selain kurangnya lipofilisitas pada senyawa, efek elektronik yang 
rendah turut mendukung hilangnya aktivitas antibakteri dari senyawa. Dalam 
penelitian ini, dilakukan penambahan halogen yakni Cl pada posisi meta- di 
cincin benzena. Substitusi halogen pada posisi meta- mempengaruhi efek 
elektronik berdasarkan elektronegativitasnya. Peningkatan efek elektronik 
dapat dilakukan dengan mengganti substitusi kloro dengan atom lain pada 
golongan halogen yang memiliki elektronegativitas lebih tinggi daripada klor, 
yaitu fluor. Golongan halogen merupakan golongan dengan 
keelektronegatifan yang tinggi, dimana fluor memiliki elektronegativitas yang 
paling tinggi diantara halogen lain (F > Cl > Br > I). Selain itu, fluor memiliki 
kekuatan ikatan yang paling besar dengan karbon, dapat meningkatkan sifat 
hidrofobik, dan memiliki polarisasi yang rendah (Ghorab, et al., 2017).  
Berikutnya, substitusi suatu gugus ke cincin benzena (misalnya: 
halogen pada posisi meta-) dapat mempengaruhi efek sterik menjadi terlalu 
besar yang menimbulkan hambatan sterik yang besar. Hal ini dapat 
dikarenakan efek jari-jari atom pada substiten halogen yang mengalami 
peningkatan sejalan dengan peningkatan masing-masing berat molekulnya (F 




memberikan pengaruh yang signifikan terhadap gaya dispersi London. Atom 
atau molekul yang lebih besar dan lebih berat memiliki gaya dispersi yang 
lebih besar, begitupun sebaliknya, pada atom atau molekul dengan ukuruan 
yang lebih kecil, gaya dispersi yang ditimbulkan pun semakin lemah. Ketika 
gaya dispersi London meningkat, bagian tiourea menjadi tidak planar karena 
terjadi gaya tarik-menarik antarmolekul yang menghalangi active-site dari 
senyawa dan reseptor-site pada bakteri untuk berikatan satu sama lain 
(Fakhar, et al., 2018; Misral, et al., 2018).  Oleh karena itu, pergantian 
substitusi Cl dengan substitusi F yang memiliki jari-jari atom lebih kecil dapat 
mengurangi hambatan sterik yang diberikan, sehingga dapat meningkatkan 
aktivitasnya sebagai antibakteri (Ghorab, et al., 2017).   
 
6.2 Implikasi terhadap Bidang Kefarmasian 
Implikasi penelitian ini terhadap bidang kefarmasian adalah dapat 
dijadikan sebagai referensi dasar dalam pengembangan obat baru ataupun 
acuan dalam suatu penelitian terhadap suatu senyawa yang memiliki aktivitas 
antibakteri untuk mengatasi pemasalahan resistensi antibiotik terhadap E. 
coli. 
6.3 Keterbatasan Penelitian  
Keterbatasan dari penelitian ini yaitu senyawa 1-alil-3-(3-
klorobenzoil)tiourea yang terbentuk sangat sedikit dan terbatas, sehingga 
diperlukan pertimbangan yang tepat dan kehati-hatian dalam pengerjaan agar 
senyawa yang diperoleh dapat digunakan dengan efisien. Selain itu, senyawa 




dalam air, sehingga senyawa harus dibuat dalam bentuk suspensi 








7.1 Kesimpulan  
Kesimpulan yang didapat dari penelitian sintesis dan uji aktivitas 
antibakteri senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea terhadap isolat urin 
Escherichia coli 1223 ini adalah :  
1. Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea dapat disintesis melalui reaksi 
substitusi nukleofilik antara aliltiourea dengan 3-klorobenzoil klorida 
2. Senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea tidak memiliki aktivitas antibakteri 
terhadap isolat urin Escherichia coli 1223 yang ditunjukkan dengan tidak 
adanya penghambatan pertumbuhan bakteri pada seluruh konsentrasi 
yang digunakan.  
3. Data KHM senyawa 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea tidak dapat ditentukan 
sehingga tidak dapat dibandingkan dengan KHM antibiotik gentamisin.  
 
7.2 Saran  
Berdasarkan penelitian ini, maka saran yang dapat diberikan adalah :  
1. Perlu dilakukan perpanjangan rantai alkil hingga panjang rantai mencapai 
C14–C16 untuk meningkatkan efek lipofilik senyawa terhadap bakteri Gram 
negatif  
2. Perlu dilakukan pergantian substitusi halogen dari Cl menjadi F untuk 





3. Melakukan uji in silico terlebih dahulu terhadap senyawa uji untuk 
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Lampiran 1. Perhitungan Jumlah Bahan untuk Sintesis 
Aliltiourea : Benzoilklorida (derivat) : Trietilamin (TEA) = 1,2 : 1 : 2  
BAHAN  Mr DENSITAS (𝞺) JUMLAH MOL 
Aliltiourea  116,18 g/mol  1,110 g/mL  0,024 mol  
3-klorobenzoil klorida  175,01 g/mol 1,367 g/mL  0,02 mol  
Trietilamin (TEA)  101,19 g/mol  0,726 g/mL  0,04 mol  
 
Berdasarkan hasil data diatas, maka dibutuhkan jumlah bahan sebanyak:  
a. Aliltiourea   : mol x Mr = 0,024 mol x 116,18
g
mol
= 2,7883 gram  
b. 3-klorobenzoil klorida : mol x Mr = 0,02 mol x 175,01
g
mol
= 3,5002 gram  
3-klorobenzoil klorida tersedia dalam bentuk cair, sehingga volume yang 





1,367 gram/mL  
= 2,561 mL 
c. Trietilamin (TEA) : mol x Mr = 0,04 mol x 101,9
g
mol
= 4,0476 gram 
Trietilamin tersedia dalam bentuk cair, sehingga volume yang dibutuhkan 















Lampiran 2. Perhitungan Hasil Sintesis  
1. Serbuk produk hasil sintesis senyawa BATU-3  
• Massa teoritis serbuk  = mol x Mr  
= 0,02 mol x 254,74 gram/mol  
= 5,0948 gram  
• Massa produk hasil  = 1,5598 gram  
2. Persen rendemen kristal BATU-3 dari rekristalisasi serbuk BATU-3  
• Massa kristal terbentuk  =  
• Kirstal yang ditimbang  =  
Rumus %Rendemen Kristal  = 
Massa kristal yang terbentuk 











1 0,3005 0,2040  
2 0,2004 0,1941  
3 0,0600 0,0440  
4 0,1168 0,0887  
5 0,0572 0,0437  
6 0,0739 0,0604   
Total  0,8088 g 0,6349 g 0,6349
0,8088




















Lampiran 4. Dokumentasi Hasil Sintesis 
1. Hasil optimasi waktu sintesis dengan KLT tiap jam  
 
 











3. Hasil uji KLT pencucian dengan natrium karbonat (Na2CO3)  













































5. Hasil rekristalisasi  
                                                             
(a) Uji KLT rekristalisasi   (b) Kristal yang terbentuk   
              sebelum disaring  
 
  













Lampiran 5. Hasil Uji Kemurnian Kristal BATU-3 












(a) Fase gerak N-heksana:   (b) Fase gerak N-hek-        (c) Fase gerak N-hek- 
     Kloroform : Etil asetat      sana : Etil asetat                sana : THF  
     (8 : 3 : 1)      (5 : 1)              (2 : 1)  
     Keterangan:  
     ATU : Aliltiourea  
     BCl3 : Benzoilklorida  
     BATU-3  : 1-alil-3-(3-klorobenzoil)tiourea   
 
2. Hasil uji kemurnian kristal BATU-3 dengan metode rentang titik lebur  
 
a. Replikasi-1  
  









b.  Replikasi-2  
 
  

























Lampiran 6. Spektra Hasil Spektrofotometer UV 
  
Spektrum Aliltiourea  Panjang gelombang Aliltiourea  
 
  















































































Lampiran 11. Hasil Uji Identifikasi Bakteri 
1. Uji Pewarnaan Gram  
 
 
Mikroskop dengan perbesaran 1000x 
 
 
































Lampiran 12. Hasil Uji Aktivitas Anttibakteri dengan Metode Dilusi Agar 





2. Kontrol BATU-3  









3. Kontrol Bakteri  













4. Senyawa Pembanding  
(Media MHA + Gentamisin + Bakteri Escherichia coli)  
 




























R1 R2 R3 
R1 R2  R3 














d. Konsentrasi 8 ppm 
 
 




R3 R2 R1 
               R1       R2        R3 




5. Senyawa Sampel Uji  
(Media MHA + Senyawa BATU-3 + Bakteri Escherichia coli)  
 
a. Konsentrasi 7,8125 ppm 
 
R1 R2 R3 
   
 
b. Konsentrasi 15,625 ppm  
 
R1  R2 R3 












c. Konsentrasi 31,25 ppm  
 
d. Konsentrasi 62,5 ppm 
 
R1  R2 R3 











R1  R2 R3 





e. Konsentrasi 125 ppm  
 










R1  R2 R3 
   
R1  R2 R3 





g. Konsentrasi 500 ppm  
 
R1  R2 R3 
   
 
h. Konsentrasi 1000 ppm 
 
R1  R2 R3 
   
